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RESUMO 
Fatores de crescimento são proteínas, que entre outras funções biológicas são 
responsáveis pela cicatrização de tecidos através do estímulo à síntese de DNA e 
divisão celular. São rapidamente degradados in vivo, principalmente por proteases. 
Seu revestimento em nanopartículas pode ser uma alternativa para protegê-los da 
degradação, mantendo um estímulo constante de cicatrização através da liberação 
sustentada dos fatores de crescimento a partir destas. Neste trabalho os fatores de 
crescimento foram incorporados em lipossomas catiônicos revestidos com os 
biopolímeros xantana e galactomanana através da técnica de layer-by-layer (LbL). 
O revestimento foi proposto pois lipossomas tendem a coalescer e podem ser 
reconhecidos por macrófagos devido à sua carga superficial positiva. A interação 
natural entre os polímeros xantana e galactomanana comprovou ser forte o 
suficiente para estruturar até 8 camadas de LbL, por análises de microbalança de 
cristal de quartzo (QCM) e potencial zeta. A interação entre o tensoativo brometo 
de dimetil-dioctadecil amônio (DDAB) e a xantana, foi comprovada através da 
diminuição da concentração micelar crítica (CMC) do surfactante na presença de 
xantana, determinada por tensiometria, turbidimetria e fluorimetria com sonda de 
pireno. Também foi comprovada através de análises de microcalorimetria 
exploratória diferencial (μ-DSC) e pelos parâmetros termodinâmicos: entalpia 
padrão de micelização, entropia padrão de micelização, energia livre padrão de 
micelização, energia livre padrão de adsorção, área mínima ocupada por uma 
molécula de tensoativo na interface e excesso superficial máximo na interface 
ar/solução devido à interação tensoativo-polímero. Esta interação possibilitou o 
revestimento polimérico com xantana dos lipossomas catiônicos e posteriormente 
com a galactomanana. Os lipossomas revestidos pelos biopolímeros formaram 
nanopartículas com diâmetro de 165 (± 15) nm, medido por espalhamento de luz 
dinâmico (DLS), e com potencial zeta (ζ) de – 4 (± 13) mV, e foram capazes de 
aumentar em 10 vezes a liberação sustentada de fator de crescimento epidermal 
(EGF), comparado a lipossomas não revestidos, a uma taxa de 4,7x10
-3
 min
-1
. 
Assim, a utilização de biopolímeros xantana e galactomanana, possibilitou a 
formação lipossomas revestidos, capazes de sustentar a liberação de fatores de 
crescimento permitindo maior tempo de ação no sítio. 
Palavras chave: DDAB. Xantana. Galactomanana. EGF. Lipossomas Catiônicos. 
Layer-by-layer. 
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ABSTRACT 
Growth factors are proteins secreted from activated platelets, responsible for 
tissue healing trough DNA synthesis and cellular division stimulation. They are 
fast degraded in vivo, specially by proteases. Their entrapment in nanoparticles 
can be an alternative to protect them from degradation, keeping a constant 
tissue healing stimuli by their sustained release from the nanoparticles. In this 
work the growth factors were entrapped in cationic liposomes coated by the 
biopolymers xanthan and galactomannan trough the layer-by-layer (LbL) 
technique. Liposomes tend to aggregate and can be recognized by 
macrophages by their superficial charge, thus, coating was purposed. The 
natural interaction between xanthan and galactomannan proved to be strong 
enough to enable LbL structure up to 8 layers, evidenced by quartz crystal 
microbalance (QCM) and zeta potential. The interaction between dimethyl-
dioctadecyl ammonium bromide (DDAB) and xanthan, was evidenced by the 
surfactants critical micelle concentration (CMC) reduction in the presence of 
xanthan, determined by tensiometry, turbidimetry and pyrene probe fluorimetry. 
It was also evidenced by micro differential scanning calorimetry (μ-DSC) and by 
the following thermodynamic parameters: standard enthalpy of micellization, 
standard entropy of micellization, standard free energy of micellization, 
minimum area occupied by a surfactant molecule at the interface and the 
surface excess concentration. This interaction enabled xanthan coating of the 
cationic liposomes. The biopolymer coating of liposomes generated 
nanoparticles with 165 (± 15) nm, determined by dynamic light scattering (DLS), 
and with – 4 (± 13) mV zeta potential, capable of 10 fold increase in the 
sustained release of epidermal growth factor (EGF), compared to non coated 
liposomes, at a 4,7x10
-3 min-1 rate. 
 
Palavras chave: DDAB. Xantana. Galactomanana. EGF. Lipossomas 
Catiônicos. Layer-by-layer. 
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1. INTRODUÇÃO 
Os fatores de crescimento (FC) são proteínas capazes de atuar em 
receptores de superfície celular e direcionar as atividades celulares para o 
reparo tecidual, através da sinalização de processos de vascularização, 
coagulação, divisão e diferenciação celular (CHEN et al., 2010; LU et al., 2008; 
TAYALIA e MOONEY, 2009). 
Uma fonte concentrada de FC são as plaquetas, atuando como 
reservatórios autólogos, sem custo e de fácil obtenção (TSAY et al., 2005; 
WROTNIAK, BIELECKI e GAŹDZIK, 2007). Estas têm sido utilizadas em 
tratamentos diversos como regeneração óssea (ALVES et al., 2009; GANDHI 
et al., 2006), cartilagens (WU et al., 2007; WU et al., 2009), reparo e prevenção 
de complicações periodontais (SAMMARTINO et al., 2005), cicatrização 
tecidual (BROWN, NANNEY e GRIFFEN, 1989) e queimaduras (PALLUA, 
WOLTER e MARKOWICZ, 2010). 
Entretanto, as plaquetas liberam seu conteúdo de FC muito rapidamente, 
aproximadamente 95% são secretados na primeira hora após sua ativação  
obrigando àqueles que as utilizam a prepará-las no momento da aplicação, na 
forma de plasma rico em plaquetas ou plasma concentrado, limitando assim o 
seu uso (WROBLEWSKI, MEJIA e WRIGHT, 2010).  
Adicionalmente, os FC possuem pouca estabilidade, e para que a terapia 
de cicatrização seja efetiva devem atingir o sítio de ação sem sofrer 
degradação e ali permanecer tempo suficiente para exercerem suas funções. 
Desta forma, vias tópicas e locais de aplicação de FC não parecem ser as mais 
efetivas (UEBERSAX, MERKLE e MEINEL, 2009). 
Contudo, o encapsulamento dos FC em lipossomas poderia ser uma 
alternativa para aumentar a estabilidade (DEĞIM et al., 2011) e evitar 
degradação enzimática (LU et al., 2008), de forma a potencializar o reparo de 
tecidual (TSAY et al., 2005).  
Lipossomas já foram estudados como sistemas de liberação de FC 
(ALVES et al., 2009; DALENÇON et al., 1996; DEĞIM et al., 2011; LI et al., 
2003; PLUM et al., 2001; XIANG et al., 2011), entretanto, a liberação dos FC 
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poderia ser melhor modulada através de um revestimento polimérico dos 
lipossomas, obtendo-se assim o perfil de liberação desejado. 
Diversos revestimentos poliméricos já foram propostos para alterar o perfil 
de liberação de fármacos em lipossomas, a fim de aumentar sua eficácia e 
melhorar a cinética de liberação, entre eles estão colágeno (FONSECA, 
ALSINA e REIG, 1996), álcool polivinílico (TAKEUCHI et al., 2000), carbopol 
(TAKEUCHI et al., 2003), polilisina (VOLODKIN et al., 2007), quitosana (LI et 
al., 2009; MADY e DARWISH, 2010), quitosana com albumina (CHANDY e 
SHARMA, 1996), quitosana com dextrana (FUKUI e FUJIMOTO, 2009; 
MADRIGAL-CARBALLO et al., 2010) e quitosana com alginato (HAIDAR, 
HAMDY e TABRIZIAN, 2008). 
Neste trabalho, propõe-se o uso inédito dos biopolímeros xantana e 
galactomanana, baseado em sua interação natural, para estruturação de 
revestimento polimérico via layer-by-layer (LbL) de lipossomas catiônicos de 
brometo de dimetil-dioctadecil amômio (DDAB), formando um novo sistema 
nanométrico tridimensional para liberação sustentada de fatores de 
crescimento. 
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2. OBJETIVOS 
2.1 OBJETIVO GERAL 
Avaliar a formação de lipossomas catiônicos revestidos com xantana e 
galactomanana pela técnica de layer-by-layer a fim de controlar a cinética de 
liberação do fator de crescimento epidermal (EGF). 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
o Purificar e caracterizar os polímeros xantana e galactomanana por 
análises colorimétricas, espectrofotométricas e cromatográficas; 
o Verificar as interações entre o tensoativo bromento de dimetil-
dioctadecil amônio (DDAB) e os polímeros por análises de espalhamento de luz 
dinâmico (DLS) e análises de microcalorimetria exploratória diferencial (μ-
DSC); 
o Desenvolver lipossomas catiônicos e revesti-los com xantana e 
galactomanana pela técnica de layer-by-layer; 
o Gerar e caracterizar o revestimento por layer-by-layer (LbL) por 
microbalança de cristal de quartzo (QCM), microscopia de força atômica (AFM), 
DLS e potencial zeta (ζ); 
o Incorporar o EGF nos lipossomas revestidos, determinar a 
eficiência de encapsulamento e determinar a cinética de liberação proteica do 
sistema por cromatografia; 
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3. REVISÃO 
3.1 LIPOSSOMAS 
Os lipossomas são vesículas lipídicas, micro ou nanométricas, nas quais 
uma fase aquosa é totalmente cercada por uma ou mais lamelas (bicamadas 
de lipídios), constituindo um dos sistemas mais importantes para 
encapsulamento e liberação sustentada de fármacos (TORCHILIN, 2005). Eles 
podem encapsular ingredientes hidrofílicos, hidrofóbicos ou anfifílicos, 
principalmente compostos com extremos de log P, ou seja, muito 
hidrossolúveis ou lipossolúveis. Fármacos hidrofílicos têm tendência a 
permanecer no compartimento central aquoso, enquanto que os hidrofóbicos e 
anfifílicos podem se encontr inseridos na bicamada lipídica (DRULIS-KAWA e 
DOROTKIEWICZ-JACH, 2010). 
Os lipossomas podem ser classificados de acordo com o número de 
lamelas que apresentam: vesículas multilamelares (MLV) ou vesículas 
unilamelares (ULV), pelo tamanho: vesículas unilamelares gigantes (GUV) 
vesículas unilamelares grandes (LUV) ou vesículas unilamelares pequenas 
(SUV) (LESOIN et al., 2011). Os tipos de lipossomas são apresentados na 
FIGURA 1. 
FIGURA 1     –  ESQUEMA DOS TIPOS DE LIPOSSOMAS, ONDE SUV SÃO VESÍCULAS 
UNILAMELARES PEQUENAS; LUV SÃO VESÍCULAS UNILAMELARES 
GRANDES; GUV SÃO VESÍCULAS UNILAMELARES GIGANTES E MLV 
SÃO VESÍCULAS MULTILAMELARES 
FONTE: Adaptado de Jesorka e Orwar (2008) 
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Sistemas lipossomais são estudados como transportadores de diversos 
fármacos como antibióticos e corticóides (GAUR et al., 2010; GREGORIADIS, 
2008; KLUZA et al., 2011), material genético (BISWAS et al., 2011; HUANG et 
al., 2011; SINGH et al., 2011), peptídeos (CHEN et al., 2010; MARQUETTE, 
LORBER e BECHINGER, 2010; NEGUSSIE et al., 2010), enzimas (CHAIZE e 
FOURNIER, 2004; SCARPA et al., 2011; ZHENG et al., 2008), fatores de 
crescimento plaquetários (DALENÇON et al., 1996; XIANG et al., 2011) e fator 
de crescimento epidermal (EGF) (ALVES et al., 2009; DEĞIM et al., 2011; LI et 
al., 2003). 
Os lipossomas são biocompatíveis, pouco imunogênicos, biodegradáveis 
e capazes de proteger os compostos encapsulados da diluição e degradação 
no sangue. Assim, podem liberar doses concentradas do encapsulado no 
tecido que necessita de tratamento, aumentando sua ação terapêutica. 
Contudo, quando na corrente sanguínea, podem ser rapidamente reconhecidos 
e atacados pelos macrófagos. Quanto maiores e mais carregados, mais 
facilmente serão reconhecidos, por isso um revestimento que neutralize sua 
carga superficial e seja fino pode ser útil (LEE, SILVA e MOONEY, 2011). 
As maiores limitações dos lipossomas são extravasar seu conteúdo com o 
tempo e coalescer (TAYLOR et al., 2005; GREGORIADIS, SAFFIE e DE 
SOUZA, 1997). Uma alternativa para superar tais limitações é o revestimento 
polimérico dos lipossomas (IWANAGA et al., 1999). 
Entre os possíveis lipídeos catiônicos disponíveis, o brometo de dimetil-
dioctadecil amônio (DDAB) foi escolhido para a construção do lipossoma, a fim 
de otimizar a estruturação do revestimento polimérico por LbL. O DDAB 
(FIGURA 2), é um sal quaternário de amônio como cabeça polar e duas cadeias 
saturadas de 18 carbonos por cauda apolar (DOMENICI et al., 2012).  
FIGURA 2     – ESQUEMA DA ESTRUTURA QUÍMICA DO BROMETO DE DIMETIL-
DIOCTADECIL AMÔNIO (DDAB) 
FONTE: O autor (2013) 
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Por ser um lipídio catiônico de baixa toxicidade, o DDAB têm sido utilizado 
no preparo de lipossomas para transfecção de DNA (LI et al., 2010), 
encapsulamento de vetores adenovirais (STEEL et al., 2007), construção de 
biofilmes para liberação de antibióticos (ROBINSON et al., 2001) e liberação de 
antibióticos (DRULIS-KAWA e DOROTKIEWICZ-JACH, 2010; WU, J. et al., 
2007). 
Uma das estratégias para o revestimento polimérico de sistemas 
bidimensionais, como membranas, e tridimensionais, como partículas, é um 
processo conhecido como automontagem ou layer-by-layer (LbL). 
3.2 AUTOMONTAGEM OU LAYER-BY-LAYER 
A técnica de LbL consiste na deposição alternada de poliânions e 
policátions (DECHER, 1997), gerando um revestimento com múltiplas 
camadas, que se mantém unido majoritariamente por interações eletrostáticas 
(FUKUI e FUJIMOTO, 2009). Contudo, ligações de hidrogênio (STOCKTON e 
RUBNER, 1997; WANG et al., 1997), ligações covalentes (BRYNDA e 
HOUSKA, 1996; SUN et al., 1998), interações hidrofóbicas (KOTOV, 1999; 
LOJOU e BIANCO, 2004) e forças de van der Waals (SATO e SANO, 2005) já 
foram estudadas como possíveis forças de estabilização da automontagem. 
As maiores vantagens do processo de LbL são a combinação de 
diferentes materiais em filmes individuais e a determinação da arquitetura do 
revestimento pela sequência de deposição dos materiais. Estes podem ser 
escolhidos dentre várias moléculas orgânicas, colóides por associação, 
polímeros, proteínas e grupos inorgânicos: partículas de argila, por exemplo 
(DECHER, 1997).  
Outras vantagens do método incluem o controle da espessura do 
revestimento no âmbito nano a micrometro, possibilidade de adição de 
moléculas alvo à superfície, estabilização de moléculas sub-micrométricas (AI 
et al., 2003), evitando o uso de partículas mecanicamente micronizadas e 
termodinamicamente instáveis (RASENACK e MÜLLER, 2002), possibilidade 
de funcionalização da superfície (MADRIGAL-CARBALLO et al., 2010), e a 
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necessidade reduzida de materiais para produzir revestimentos funcionais, 
comparado a outras técnicas (De VILLIERS et al., 2011). 
Esquematicamente, a formação de filmes por automontagem pode ser 
visualizada na FIGURA 3.  
FIGURA 3    –  ESQUEMA DOS PROCESSOS DE FORMAÇÃO DE LbL. a) DEPOSIÇÃO 
POR IMERSÃO EM SOLUÇÕES DE POLIÂNION E POLICÁTION, 1 E 3, 
RESPECTIVAMENTE, E LAVAGEM (2 E 4). ESSES 4 PASSOS SÃO A  
ESTRUTURA BÁSICA DE FORMAÇÃO DE LbL. b) ILUSTRAÇÃO DA 
FORMAÇÃO DAS PRIMEIRAS CAMADAS SOBRE UM SUBSTRATO 
CATIÔNICO 
FONTE: Adaptado de Decher (1997) 
3.3 REVESTIMENTOS POLIMÉRICOS BIODEGRADÁVEIS 
Os revestimentos poliméricos biodegradáveis, também conhecidos por 
biopolímeros, aqui usados como sinonímia para polímeros obtidos de fontes 
naturais (IUPAC, 1992), têm recebido grande atenção no campo alimentício e 
farmacêutico, em sistemas nanocarreadores, como revestimentos polieletrólitos 
para partículas e superfícies (LIU et al., 2008; SHAHIDI, ARACHCHI e YEON, 
1999). 
Na natureza estes podem ser encontrados em várias fontes como algas 
(ex: alginato), plantas (ex: galactomananas, celulose), micro-organismos (ex: 
dextrana, xantana) e animais (ex: quitosana, condroitina). Podendo formar 
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complexos por interação eletrostática e revestir moléculas com carga 
superficial oposta à sua (PRABAHARAN, 2011). 
As utilizações de biopolímeros para revestimento de lipossomas são 
diversas e variadas na literatura. Fonseca, Alsina e Reig (1996), por exemplo, 
utilizaram colágeno para revestir lipossomas que após 144 h extravasaram, in 
vitro, apenas 40 % do conteúdo de carboxifluoresceina encapsulada, contra 
100 % lipossomas sem revestimento. Takeuchi et al. (2003) utilizaram carbopol 
e quitosana para aumentar as propriedades mucoadesivas de lipossomas 
contendo calcitocina e seu efeito farmacológico foi potencializado em 4 vezes. 
Volodkin et al. (2007) criaram uma impermeabilização térmica para lipossomas 
revestindo-os com polilisina, e mesmo após sete dias não houve liberação de 
carboxifluoresceina encapsulada a temperatura ambiente, sendo apenas 
liberado acima de 50ºC. Li et al. (2009) utilizaram quitosana de baixa massa 
molar e obtiveram lipossomas com aproximadamente 80 nm de diâmetro 
hidrodinâmico para liberação ocular sustentada de diclofenaco de sódio por 
mais de 24 h. 
A utilização de mais de um polímero para o revestimento de lipossomas 
permite a funcionalização destes com as características desejadas, pela 
escolha dos polímeros, sendo assim possível arquitetar nanopartículas. 
Madrigal-Carballo et al. (2010) comprovam, por espalhamento de luz dinâmico 
(DLS), microscopia de força atômica (AFM) e potencial zeta (ζ), a formação de 
lipossomas, contendo ácido elágico, revestidos com até quatro camadas 
intercaladas de quitosana e sulfato de dextrana, que demonstraram uma 
liberação cada vez mais sustentada à medida que novas camadas de 
revestimento foram adicionadas. As maiores nanopartículas atingiram 
aproximadamente 400 nm de diâmetro hidrodinâmico que mesmo após 72 h 
liberaram apenas 20 % de seu conteúdo, in vitro, à 25ºC.  
Haidar, Hamdy e Tabrizian (2008) formaram lipossomas catiônicos de 
DDAB revestidos com até dez camadas intercaladas de alginato e quitosana, 
caracterizados por DLS, AFM e potencial ζ. Estas nanopartículas, de 
aproximadamente 400 nm, liberaram apenas 40 % do conteúdo de albumina 
encapsulada, in vitro, à 37ºC, mesmo após 5 dias. 
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Entre os polímeros ainda não explorados e com potencial para 
revestimento de lipossomas por LbL temos a xantana (XAN) e galactomanana 
(GAL), cujas propriedades serão descritas a seguir. 
3.3.1 Xantana 
A xantana (XAN) ou goma xantana é um heteropolissacarídeo aniônico 
produzido pelo microorganismo Xanthomonas campestris. Seu esqueleto 
consiste em unidades (1→4)-β-D-glucana com todos os resíduos de glucose 
substituídos no carbono 3 por uma cadeia lateral ácida trissacarídica. A cadeia 
trissacarídica consiste de uma unidade de ácido D-gulurônico entre duas 
unidades de D-manose (FIGURA 4) (JANSSON, KENNARK e LINDBERG, 
1975). 
FIGURA 4    –  ESQUEMA DA ESTRUTURA QUÍMICA DA XANTANA (XAN) 
REPRESENTANDO O ESQUELETO (1→4)-β-D-GLUCANA COM 
SUBSTITUIÇÃO NO CARBONO 3 POR UMA CADEIA LATERAL 
TRISSACARÍDICA COMPOSTA POR UMA UNIDADE ÁCIDO D-
GLUCURÔNICO (β-1→2) E DUAS UNIDADES DE MANOSE LIGADAS. 
FONTE: Sutherland (1977) 
S. Rosalam, R. England / EnzymeandMicrobial Technology 39 (2006) 197–207 199
Fig. 1. Structure unit of xanthan gum [49].
of applications of xanthan gum may be summarised due to it
superior properties of (1) non-Newtonian behaviour, (2) high
viscosity yield even at low concentrations (600–2000 ppm), (3)
low sensitivity of viscosity to salinity changes, (4) resistance to
mechanical degradation, (5) stable with respect to temperature
(up to 90 ◦C), and (6) a biodegradable material and hence an
environmental friendly product [5] (Fig. 1).
3. Chemistry of xanthan gum
Xanthan gum is a complex microbial exo-polysaccharide
industrially produced from glucose via fermentation by the
plant–pathogenic bacterium, Xanthomonas campestris pv.
campestris. The molecular weight of xanthan gum is approx-
imately 2 million but it can go as high as 13–50 million [6].
As shown in Fig. 1, xanthan gum consists of d-glucosyl, d-
mannosyl, and d-glucuronyl acid residues in a molar ratio of
2:2:1 and variable proportions ofO-acetyl and pyruvyl residues.
Xanthan gum is an acidic polymer made up of pentasaccha-
ride subunits, forming a cellulose backbone with trisaccharide
side-chains composed of mannose ( 1,4) glucuronic acid ( 1,2)
mannose attached to alternate glucose residues in the backbone
by -1,3 linkages. On approximately half of the terminal man-
nose residues is a ketal linkage joined by a pyruvic acid moiety.
Acetyl groups are often present as 6-O substituents on the inter-
nal mannose residues. Some external mannoses contain a second
6-O-acetyl substituent [6].
The synthesis of xanthan gum is believed to be similar to
exopolysaccharide synthesis by other Gram-negative bacteria
[7]. The synthetic pathway can be divided into three parts:
1. Uptake of simple sugars and conversion to necleotidal deriva-
tives.
2. Assembly of pentasaccharide subunits attached to an
isopentyl pyrophosphate carrier.
3. Polymerisation of pentasaccharide repeats units and their
secretion.
Fig. 2. Entner–Doudoroff pathway [3].
The xanthan backbone is formed by successive additions of
d-glucose-1-phosphate and d-glucose from 2mol of UDP-d-
glucose. Thereafter, d-mannose and d-glucoronic acid are added
from GDP-mannose and UDP-glucoronic acid, respectively. O-
Acetyl groups are transferred from acetyl-CoA to the internal
mannose residue, and pyruvate from phosphoenolpyruvate is
added to the terminal mannose. Each of these steps requires
speciﬁc substrates and speciﬁc enzymes for completion. If either
the substrate or the enzyme is absent, the step will be blocked.
In X. campestris, the Entner–Doudoroff pathway in conjunc-
tion with the tricarboxylic acid cycle pathway is the predominant
mechanism for glucose catabolism (Fig. 2). A small portion
of glucose is routed via the pentose phosphate pathway. For
glucose uptake, two discrete systems exist. The biosynthesis of
xanthan, as in most polysaccharide-producing bacteria, utilises
various activated carbohydrate donors to form the polymer on
an acceptor molecule. The oligosaccharide repeated units of
xanthan are constructed by sequential additions of monosac-
charides from sugar nucleotide diphosphates to isoprenoid lipid
acceptor molecules. At the same time, acyl substitutes are added
from appropriate activated donors. It has been suggested that the
construction of the exopolysaccharide follows a “tail-to-head”
polymerisation [3]. After the pentasaccharide repeated unit is
formed, oligomers are formed by transfer to other lipid inter-
mediates. Oligomer construction normally involves the addition
of the longer oligosaccharide sequence to the isoprenoid lipid
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Em soluções aquosas, a estrutura da xantana sofre uma transição 
conformacional, induzida pelo calor, de um estado ordenado (helicoidal) para 
um estado desordenado. Esta transição conformacional depende da força 
iônica, natureza do eletrólito, pH, e quantidade de acetil e piruvato da molécula 
(HOLZWARTH, 1976; PAOLETTI, CESÀRO e DELBEN, 1983).  
Em altas temperaturas e baixa força iônica a xantana apresenta estrutura 
desordenada em solução, contudo a redução da temperatura e/ou adição de 
íons induz a organização da estrutura (NORTON et al., 1984). Em água 
purificada, a 25 °C, o esqueleto da xantana é desordenado, ou parcialmente 
ordenado, e altamente estendido, devido à repulsão eletrostática das cadeias 
laterais, possibilitando o alinhamento das moléculas e sua interação por 
ligações de hidrogênio (ROCHEFORT e MIDDLEMAN, 1987).  
O aumento da temperatura gera um enovelamento da estrutura que causa 
a dissociação das ligações de hidrogênio e altera suas propriedades reológicas 
(ROCHEFORT e MIDDLEMAN, 1987). Após o resfriamento, as moléculas de 
xantana se unem, duas a duas, formando duplas hélices (MILAS, REED e 
PRINTZ, 1996). Quando íons são adicionados à solução, a 25 °C ocorre a 
organização da estrutura com o esqueleto em hélice simples e as cadeias 
laterais colabam no esqueleto, estabilizando a estrutura (MULLER et al., 1986).  
3.3.2 Galactomananas 
Galactomananas (GMC) podem ser encontradas em diversas plantas, 
sendo extraídas de goma Guar (Cyamopsis tetragonolobus), goma de alfarroba 
(Ceratonia siliqua), tara (Caesalpinea spinosa) (MAIER et al., 1993) e de 
bracatinga (Mimosa scabrella) (GANTER et al., 1997). Há variações na relação 
molar manose:galactose de 2:1; 3,5:1; 3:1 e 1,1:1, respectivamente 
(CERQUEIRA et al., 2009). Sua estrutura consiste basicamente de um 
esqueleto (1→4)-β-D-manana substituído, irregularmente, no oxigênio 6 por 
(1→6)-α-D-galactose formando a cadeia lateral que confere solubilidade ao 
polissacarídeo (FIGURA 5) (DEA e MORRISON, 1975). 
As galactomananas são agentes viscosantes eficientes, propriedade 
controlada essencialmente pela massa molar, que produzem géis em 
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associação a outros polissacarídeos como a xantana (MORRIS et al., 1977). 
Assim, isoladamente ou em misturas com outros hidrocolóides, podem ser 
utilizadas para controlar a reologia de um sistema e conferir propriedades 
desejadas no produto como estabilidade, textura e liberação controlada de 
fármacos (GANTER et al., 1997). 
 
FIGURA 5    –  ESQUEMA DA ESTRUTURA QUÍMICA DA GALACTOMANANA (GMC) 
REPRESENTANDO O ESQUELETO (1→4)-β-D-MANANA SUBSTITUÍDO 
NO OXIGÊNIO 6 POR UMA UNIDADE DE GALACTOSE. 
FONTE: O autor (2013) 
3.3.3 Interação Xantana-Galactomanana 
Há uma interação sinérgica positiva entre xantana e galactomanana em 
solução, que resulta no aumento da viscosidade ou geleificação (DEA et al., 
1977). Esta interação foi primeiramente relatada por Rocks (1971) ao estudar a 
formação de géis termo reversíveis com goma xantana e goma de alfarroba 
(ROCKS, 1971).  
Há muitas evidências para a interação intermolecular entre xantana e 
galactomanana, todavia, não se conhece exatamente o mecanismo dessa 
interação (KHOURYIEH et al., 2007). 
O primeiro modelo proposto foi de uma interação sinérgica cooperativa 
entre a estrutura ordenada da xantana e o esqueleto pouco substituído da 
galactomanana (DEA et al., 1977; MORRIS et al., 1977) (FIGURA 6). Esta 
interação sinérgica é extremamente dependente do conteúdo de galactose 
n 
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(DEA e MORRISON, 1975), bem como da distribuição de galactose no 
esqueleto de galactomanana (MCCLEARY, 1979) resultando em géis mais 
fracos (MANNION et al., 1992).  
Um outro modelo propõe que a interação ocorra entre as cadeias laterais 
da xantana na forma helicoidal e o esqueleto da galactomanana, as cadeias 
laterais da xantana seriam inseridas em regiões adjacentes não substituídas do 
esqueleto de galactomanana, o qual adota uma conformação estendida (TAKO, 
1991; TAKO, ASATO e NAKAMURA, 1984) (FIGURA 6). 
O terceiro modelo requer aquecimento e sugere que a interação 
intermolecular ocorre necessariamente com a xantana na forma 
desorganizada, estendida, ao invés de sua conformação helicoidal (CAIRNS, 
MILES e MORRIS, 1986; CAIRNS et al., 1987) (FIGURA 6) resultando em géis 
mais fortes (MANNION et al., 1992). Neste raciocínio também foi sugerido que 
a interação ocorra apenas entre os segmentos das cadeias laterais da xantana 
na forma desordenada (CHEETHAM e MASHIMBA, 1988; 1991). O grau de 
desordem na estrutura da xantana é então o principal fator na interação entre 
xantana e galactomanana (BRESOLIN et al., 1999; RINAUDO et al., 1999).  
Para o uso de tais sistemas poliméricos, devem ser utilizados métodos 
analíticos a fim de caracterizar as propriedades poliméricas. Entre os principais 
métodos analíticos estão cromatografia de exclusão por tamanho, 
espalhamento de luz dinâmico e estático e potencial zeta. 
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FIGURA 6    –  ESQUEMA ILUSTRATIVO DOS MODELOS PROPOSTOS DE INTERAÇÃO 
ENTRE XAN E GMC. O MODELO 1 SUGERE A INTERAÇÃO ENTRE A 
ESTRUTURA ORDENADA DA XAN E O ESQUELETO POUCO 
SUBSTITUÍDO DA GMC. O MODELO 2 SUGERE INTERAÇÃO ENTRE AS 
CADEIAS LATERAIS DE XAN NA FORMA HELICOIDAL COM O 
ESQUELETO POUCO SUBSTITUÍDO DA GMC. O MODELO 3 SUGERE A 
INTERAÇÃO ENTRE A XAN NA FORMA DESORDENADA E O 
ESQUELETO POUCO SUBSTITUÍDO DA GMC. 
FONTE: Adaptado de Tako, Asato e Nakamura (1984) e Tako (1991) 
3.4 MÉTODOS DE CARACTERIZAÇÃO 
3.4.1 Cromatografia de exclusão por tamanho (SEC) 
Uma variedade de designações como, filtração em gel, cromatografia em 
gel, cromatografia de peneira molecular, cromatografia por exclusão estérica ou 
cromatografia por exclusão molecular, são utilizadas para definir a separação 
baseada no tamanho molecular, cromatografia de exclusão por tamanho, como 
denominada pela IUPAC (1993). 
O princípio desta técnica esta na permeação, dependente de tamanho, de 
moléculas que permeiam um gel com diversos tamanhos de poros (FIGURA 7). 
A resolução da cromatografia é dependente da difusão molecular e do 
empacotamento da coluna. Uma exclusão estérica verdadeira se dá sem a 
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contribuição de interações entálpicas, como partição ou adsorção 
(GRABIELLE-MADELMONT, LESIEUR e OLLIVON, 2003). 
O uso de sistema triplo de detecção nesta cromatografia permite a 
caracterização das macromoléculas separadas. É composto por detectores de 
índice de refração, viscosidade e espalhamento de luz, os quais determinam 
concentração, densidade molecular e massa molecular, respectivamente. 
Através destes parâmetros é possível determinar matematicamente outros 
como viscosidade intrínseca, raio hidrodinâmico e de giração, conformação 
molecular, presença de ramificações e agregados (STRIEGEL, 2005). 
 
 
 
FIGURA 7    –  REPRESENTAÇÃO DA SEPARAÇÃO DE MACROMOLÉCULAS POR   
                          CROMATOGRAFIA DE EXCLUSÃO 
           FONTE: O autor (2013)  
3.4.2 Potencial zeta (ζ) 
Ao redor de uma partícula carregada, contra íons ligam-se fortemente 
formando a camada de Stern, ao redor desta camada forma-se outra camada 
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de íons chamada difusa (FIGURA 8). Estas camadas movem-se como se 
fossem parte da partícula sob movimento Browniano. O potencial zeta é o 
potencial elétrico no plano hidrodinâmico de cisalhamento, e pode ser medido 
pela mobilidade eletroforética das partículas, ao aplicar-se uma diferença de 
potencial elétrico no meio, as partículas movem-se em direção à carga oposta 
em velocidade proporcional à sua carga (DISALVO e BOUCHET, 2012). 
FIGURA 8    –  ESQUEMA ILUSTRATIVO DE UMA PARTÍCULA CARREGADA EM 
SOLUÇÃO 
FONTE: Adaptado de Malvern (2010) 
O potencial zeta é de extrema importância para a estabilidade de 
dispersões coloidais. A elaboração da primeira teoria para relacionar as forças 
repulsivas entre cargas semelhantes e as forças atrativas de van der Waals 
surgiu na década de 1940, sendo esta a DLVO, proposta por Derjaguin e 
Landau e por Verwey e Overbeek. Quando as forças atrativas superam as 
repulsivas, potencial perto de 0 mV, o sistema perde a estabilidade e as 
partículas se agregam, precipitando (DERJAGUIN e LANDAU, 1941; VERWEY 
e OVERBEEK, 1948). 
O potencial zeta também pode ser utilizado para monitorar o revestimento 
polimérico de partículas. Quando o potencial zeta de uma partícula se torna 
semelhante ao potencial zeta do próprio polímero utilizado para o revestimento, 
tem-se um revestimento completo. Contudo, quando este potencial mantém-se 
entre o potencial zeta anterior ao revestimento e o potencial do polímero 
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utilizado, tem-se um revestimento parcial, como observado por Zhou et al. 
(2010) para partículas revestidas com os polímeros alginato e quitosana. 
3.4.3 Métodos para determinação da concentração micelar crítica (CMC) e de 
agregação molecular (CMA) 
Entre as metodologias para avaliação de formação de micelas ou 
agregados, tem-se a sonda de pireno, que é um hidrocarboneto aromático 
policíclico que responde à excitação de fluorescência emitindo 5 regiões 
vibrônicas (FIGURA 9), sendo a primeira relacionada a ambientes polares e a 
terceira a ambientes apolares. Dessa forma, a relação entre essas bandas 
fornece uma medida da polaridade do sistema (HALASOVÁ et al., 2011).  
Esta técnica é muito útil e sensível para detectar a presença de 
agregados, uma vez que estes criam domínios hidrofóbicos e então ocorre a 
migração do pireno para o interior daqueles. Através de isotermas é possível 
determinar a concentração micelar crítica (CMC) de uma ou mais moléculas em 
associação, ou a concentração de associação molecular (CAM), para sistemas 
poliméricos. 
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FIGURA 9    –  REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA ESTRUTURA QUÍMICA DO 
PIRENO E SUAS BANDAS DE VIBRAÇÃO 
FONTE: Silva (2002) 
A fluorimetria com sonda de pireno expressa a CMC e a CMA pela 
alteração da intensidade de vibração das bandas I e III, e sua razão, sendo 
estas relacionadas com as micro-polaridades do sistema, indicando o 
surgimento de ambientes hidrofóbicos, agregados e a migração das moléculas 
de pireno para seu interior, quando ocorre o aumento da intensidade da banda 
III em relação à banda I (MEHTA et al., 2008).  
Halasová et al. (2011) utilizaram fluorimetria com sonda de pireno para 
estudar a interação entre ácido hialurônico e tensoativos. Contudo, o estudo foi 
feito em tampão fisiológico e aparentemente a concentração salina interferiu na 
interação entre o polímero e o tensoativo, encontrado uma CMA pouco menor 
do que a CMC com tensoativo aniônico e não encontrando CMA, apenas CMC 
de micelas livres, para tensoativos zwitteriónicos e catiônicos. 
Outra forma de determinar a CMC e a CMA é através de medidas de 
tensiometria. Neste caso, ao se formar uma gota de solução diluída de um 
tensoativo na ponta de uma agulha, o balanço das interações entre cadeias 
carbônicas – água, cadeias carbônicas – cadeias carbônicas, cabeça polar – 
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cabeça polar e cabeça polar – água, direcionará as moléculas de surfactante 
para a interface da gota com o ar, a fim de que suas caudas apolares interajam 
com o ar, por ser menos polar. A migração dessas moléculas causam a 
diminuição da tensão superficial, ou interfacial, da gota (COSGROVE, 2010).  
Quando a superfície da gota está completamente tomada por moléculas 
de tensoativo, a tensão interfacial é mínima e há um excesso superficial (Γ). O 
aumento da concentração de surfactante resultará na criação micro-domínios 
apolares no seio da gota, orientado pelas ligações de hidrogênio das moléculas 
de água e pelas interações entre as cadeias carbônicas (CHAKRABORTY e 
GHOSH, 2006; COSGROVE, 2010). 
Há também medidas turbidimétricas, onde a CMC e a CMA são 
determinadas com o aumento da absorbância, devido ao efeito Faraday-
Tyndall inerente à formação de agregados moleculares e colóides por 
associação (LIAW et al., 2012). 
3.4.4 Microscopia de força atômica (AFM) 
Avaliações topográficas de um material podem ser realizadas por 
microscopia de força atômica (AFM). O AFM possui uma sonda sensor ligada a 
um cantilever que oscila sobre a amostra e determina assim a sua topografia. A 
sonda escaneia a amostra por varredura através de linhas paralelas. 
Dependendo da distância entre a amostra e o cantilever forças de atração e de 
repulsão atuam produzindo uma deformação elástica no último (BERNARDES, 
2003) (FIGURA 10).  
Existem três diferentes tipos de modos operacionais, modo contato, modo 
contato intermitente e modo não contato, diferenciados pelas forças envolvidas 
na varredura (FIGURA 11). No modo de contato intermitente, a força sobre o 
cantilever oscila próxima à frequência de ressonância e o contato com a 
amostra é descontínuo. O cantilever é aproximado da amostra até tocá-la 
levemente e logo é afastado. A amplitude de vibração do cantilever varia entre 
20 e 100 nm. 
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FIGURA 10    –  ESQUEMA DO SISTEMA DE ANÁLISE TOPOGRÁFICA DO MICROSCÓPIO 
DE FORÇA ATÔMICA (AFM)  
FONTE: Fernandes, Paulin Filho e Morelli (2011) 
Devido à alta resolução de imagens topográficas na escala nano, a 
microscopia de força atômica têm sido utilizada para polímeros (LIU et al., 
2012; YAN et al., 2012), proteínas (OLANYA et al., 2010; SOMAN, RICE e 
SIEDLECKI, 2008) e polissacarídeos (BALNOIS e WILKINSON, 2002; 
MATSKO e MUELLER, 2004). 
FIGURA 11  –  REPRESENTAÇÃO DOS MODOS OPERACIONAIS CONTATO (C), 
CONTATO INTERMITENTE (CI) E NÃO CONTATO (NC) EM FUNÇÃO DA 
DISTÂNCIA ENTRE O CANTILEVER E A AMOSTRA  
FONTE: Fernandes, Paulin Filho e Morelli (2011) 
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3.4.5 Microcalorimetria exploratória diferencial (μ-DSC) 
A microcalorimentria exploratória diferencial é um dos métodos mais 
sofisticados para explorar a termodinâmica de processos de agregação em 
soluções. Através deste é possível determinar a entalpia padrão de micelização 
( ) (CHAKRABORTY, CHAKRABORTY e GHOSH, 2006). 
O equipamento de μ-DSC mede a transferência de calor entre um cadinho 
contendo a solução da amostra e outro cadinho contendo apenas o solvente, 
dentro de um forno com temperatura controlada. À medida que o forno aquece 
ou resfria o fluxo de calor entre os cadinhos é monitorado e quando ocorre um 
evento térmico no cadinho contendo a amostra, este recebe ou doa calor para 
o cadinho referência e essa transferência de calor é equivalente à entalpia do 
evento (SPINK, 2008). 
Dentre os eventos detectáveis e quantificáveis estão alterações 
conformacionais, fusão, hidratação/desidratação, agregação/desagregação ou 
inclusive uma combinação de eventos para lipídeos, ácidos nucléicos, 
polímeros e proteínas (CELEJ et al., 2006).  
Feitosa et al. (2012) investigaram a formação de vesículas de DDAB por 
μ-DSC. Encontraram que até 1 mM de DDAB em água ultra pura o DDAB 
forma apenas vesículas unilamelares e apresentam os eventos Tm a 45ºC e 
T’m a 40ºC durante o aquecimento e o resfriamento, respectivamente. À 
medida que a concentração de DDAB aumenta, a partir de 1 mM, surge um 
novo evento térmico denominado Tp a 53ºC no aquecimento, o qual aumenta 
com o aumento da concentração de DDAB. Este evento é característico da 
formação de micelas multi lamelares e torna-se o único evento observado em 
concentrações de DDAB acima de 65 mM. 
3.4.6 Microbalança de cristal de quartzo (QCM) 
Através do monitoramento de variações na frequência de vibração de um 
cristal de quartzo, esta técnica permite medir alterações de massa por área da 
superfície do cristal. A adsorção, ou a dessorção de moléculas da superfície do 
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cristal perturba sua ressonância, sendo utilizado então para caracterizar a 
formação de filmes de polímeros, proteínas, lipídeos e até mesmo células 
(DIXON, 2008). 
Uma massa depositada na superfície do cristal altera sua espessura e, 
por conseguinte, sua frequência de vibração. Através da equação de Sauerbrey 
(EQUAÇÃO 1) a variação de frequência pode ser correlacionada com a massa 
adsorvida, 
   EQUAÇÃO 1  
onde Δf é a variação da frequência de ressonância em Hz, k é a constante do 
cristal, que leva em consideração a área geométrica do cristal (A), sua 
frequência fundamental (f0), modo de cisalhamento do quartzo (μc) e a 
densidade deste (ρc),  e Δm é equivalente à variação de massa (DIXON, 2008). 
Esta técnica já foi utilizada para estudar a interação entre surfactantes e 
polímeros. Merta, Tammelin e Stenius (2004) utilizaram cristais de ouro 
revestidos com sílica para estudar os efeitos do comprimento de cadeia, 
densidade de carga e força iônica na interação entre surfactantes aniônicos e 
amido catiônico. 
3.4.7 Espalhamento de luz dinâmico (DLS) 
Uma das estratégias para determinação do coeficiente de difusão (D) e 
raio hidrodinâmico (Rh) de uma partícula é o espalhamento de luz dinâmico 
(DLS). 
No DLS, uma radiação eletromagnética conhecida é emitida sobre uma 
solução de amostra com diluição infinita. Ao atingir as partículas ocorre uma 
mudança do vetor elétrico da luz emitida que provoca o espalhamento da luz, 
sendo este proporcional à concentração de partículas e ao tamanho destas, 
uma vez que partículas menores espalham mais a luz em menores ângulos, e 
partículas maiores em maiores ângulos, a observação da luz espalhada 
normalmente é feita a 90 º (BERNE e PECORA, 2000; CHU, 2007). 
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A intensidade de luz espalhada varia com o movimento Browniano das 
partículas, sendo inversamente proporcional ao tamanho destas, assim 
partículas menores apresentarão uma maior frequência de variação da luz 
espalhada do que partículas maiores. Essa movimentação das partículas na 
solução é determinada como coeficiente de difusão e é inversamente 
proporcional ao Rh das partículas, como mostra a equação de Stokes-Einstein 
(EQUAÇÃO 2), 
    EQUAÇÃO 2 
onde, D é o coeficiente de difusão, k é a constante de Boltzmann, T é a 
temperatura da análise, η é a viscosidade do solvente e Rh é o raio 
hidrodinâmico da partícula (BERNE e PECORA, 2000; CHU, 2007). 
O espalhamento de luz dinâmico pode ser uma ferramenta no estudo da 
interação entre polímeros e surfactantes. Li, Wettig e Verral (2005) utilizaram o 
DLS para avaliar a formação de agregados em sistemas semi-diluídos de 
polímeros e surfactantes. Eles demonstram a agregação dos polímeros com os 
surfactantes e a formação de micelas livres, dependendo da concentração de 
surfactante. 
Após a caracterização, os sistemas particulados podem ser utilizados 
para incorporar fator de crescimento epidermal, envolvido no processo 
cicatricial. Assim, uma descrição do processo de cicatrização é apresentada a 
seguir. 
3.5 CICATRIZAÇÃO 
A cicatrização é um mecanismo que promove a re-epitelização da 
epiderme e a substituição da derme por nova matriz extracelular num processo 
complexo e ordenado. 
Primeiramente inicia-se o processo de inflamação a partir da agressão do 
tecido ocorre o rompimento de vasos e consequente extravasamento dos 
constituintes sanguíneos, dentre eles as plaquetas que se degranulam e 
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agregam formando o coágulo. A coagulação ativa a resposta inflamatória pela 
ativação do fator XII (fator Hageman) e promoção da cascata do complemento 
tanto pela via clássica como pela via alternada (SOTER e BADEN, 1991). 
Concomitantemente, há um aumento na permabilidade vascular e, por 
quimiotaxia, atração de células polimorfonucleares, monócitos, macrófagos e 
linfócitos que eliminam micro-organismos e secretam fatores de crescimento e 
citocinas, contribuindo para a formação da matriz temporária de tecido de 
granulação composta por proteoglicanos, glicosaminoglicanos e fibronectina 
(SOTER e BADEN, 1991). 
As plaquetas secretam várias citocinas – fator de crescimento derivado de 
plaqueta (PDGF), fator de crescimento transformador alfa (TGF-α), fator de 
crescimento transformador beta (TGF-β) e fator de crescimento epidermal 
(EGF) – as quais estimulam a formação do novo tecido, bem como secretam 
substâncias com atividade vasoconstritora – serotonina, adenosina di-fosfato 
(ADP), cálcio e tromboxanos – para prevenção da hemorragia (ROOK, 
WILKINSON e EBLING, 1998). 
Em uma segunda fase, determinada de fibroplasia, a secreção plaquetária 
de citocinas e FC estimulam a produção e a deposição de fibronectina, 
colágenos do tipo I, III e VI e ácido hialurônico, além da migração de 
fibroblastos os quais formam um tecido macio na ferida com neomatriz e 
neovascularização, originando a neoderme, que dá suporte à neoepiderme 
(WANG et al., 2000). 
Os fibroblastos se organizam em arranjos radiais ligando-se à matriz 
extracelular e uns aos outros gerando tensão para a contração da ferida. 
Simultaneamente as células endoteliais da microvasculatura próximas à ferida 
dissolvem a membrana basal e migram para o novo tecido de granulação 
formando novos capilares. Rapidamente uma nova membrana basal é formada 
entre os capilares endoteliais e o tecido de granulação neoformado a fim de 
substituir a matriz provisória (WANG et al., 2000). 
O EGF estimula a proliferação das células epidérmicas da margem da 
ferida, as quais migram sobre a matriz provisória estabelecendo a re-
epitelização. Após o término da re-epitelização forma-se nova membrana basal 
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que fecha a nova epiderme sobre a matriz (BARRADON e GREEN, 1987; 
KEDE e SABATOVITCH, 2004). 
Em uma última fase, denominada maturação ocorre a remodelação da 
matriz extracelular a partir dos bordos da lesão em direção ao centro, de forma 
que o tecido das bordas em dados momentos diferem do tecido de granulação 
mais central. Essa diferença depende do tempo de regeneração, da distância 
da margem da ferida e é principalmente afetada pelas citocinas liberadas e 
pelo microambiente da matriz (CLARK e HENSON, 1996). 
Nesta fase, a fibronectina atua majoritariamente na migração celular, na 
contração da ferida pelos miofibroblastos e na produção de colágeno, enquanto 
o ácido hialurônico favorece a penetração de células parenquimatosas na 
matriz. Com a evolução da matriz ambos desaparecem, resultando no aumento 
dos feixes de colágeno e na tensão da ferida, principalmente pela formação de 
fibrilas pelos colágenos do tipo I, III e V, aumentando a resistência da ferida à 
estímulos mecânicos e consequentes deformações (CLARK e HENSON, 
1996). 
3.6 FATORES DE CRESCIMENTO 
As plaquetas atuam diretamente no processo de cicatrização (ANITUA et 
al., 2004), sendo ativadas por trombina e cálcio em resposta a dano tecidual. 
Sua ativação provoca a degranulação dos grânulos α-plaquetários, resultando 
numa grande liberação de FC diretamente no local da injúria (GANDHI et al., 
2006; LU et al., 2008) que promove o reparo e reconstituição tecidual 
(PIETRZAK e EPPLEY, 2005).  
Os principais FC secretados pelas plaquetas são PDGF, TGF-α, TGF-β e 
EGF. Estes são proteínas capazes de atuar em receptores de superfície celular 
e direcionar as atividades celulares para o reparo tecidual (CHEN et al., 2010) 
através da sinalização de processos de vascularização, coagulação, divisão e 
diferenciação celular (LU et al., 2008; TAYALIA e MOONEY, 2009) e sua 
concentração aumenta diretamente com a concentração de plaquetas 
(EPPLEY, WOODELL e HIGGINS, 2004). 
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Os FC são moléculas sinalizadoras que instruem células durante o 
desenvolvimento, ligando-se à receptores de superfície celular para direcionar 
suas atividades (CHEN et al., 2010). São secretados por diversos tipos de 
células e promovem a cicatrização de forma ordenada (MURAKAMI et al., 
1999).  
Os efeitos destas proteínas são multifacetados, manifestados como 
quimiotático, mitogênico, morfogênico, apoptótico, metabólico e até a 
combinação destes efeitos (MARX, 2004). Apresentam diferentes mecanismos 
de ação, dependendo da concentração, tempo de exposição e do tipo celular 
ao qual é direcionado, sendo, portanto, utilizadas em tratamentos diversos 
como regeneração óssea (ALVES et al., 2009; GANDHI et al., 2006), 
cartilagens (WU et al., 2007; WU et al., 2009), reparação e prevenção de 
complicações peridontais (SAMMARTINO et al., 2005), cicatrização tecidual 
(BROWN, NANNEY e GRIFFEN, 1989) e queimaduras (PALLUA, WOLTER e 
MARKOWICZ, 2010). 
Os FC normalmente difundem lentamente pela matriz extracelular e agem 
localmente devido à sua curta meia-vida. A capacidade de gerar uma resposta 
não está associada apenas ao seu tipo, mas também ao número de células-
alvo, tipo de receptor e de resposta intracelular após sua ligação ao receptor 
podendo um único FC gerar diferentes respostas em diferentes tipos de células 
(LEE, SILVA e MOONEY, 2011). 
FC têm sido empregados para manipular o processo de cicatrização não 
apenas facilitando o reparo tecidual no sítio de injúria, mas também in vitro na 
engenharia de tecidos atribuindo biofuncionalidade à materiais sintéticos 
(MALAFAYA, SILVA e REIS, 2007), uma vez que diversos FC estão envolvidos 
no processo de cicatrização normal, sugere-se a sua indicação como agente 
terapêutico para promover a cicatrização de feridas (GREENHALGH, 1996).  
Entre os FC, o primeiro isolado foi o EGF, um polipeptídeo de 53 
aminoácidos com 6 kDa (COHEN, 1962). 
Existem dez proteínas que compõe o grupo EGF, elas possuem estrutura 
e atividade biológica semelhante e atuam sobre o mesmo receptor de 
superfície celular, são elas EGF, TGF- α, EGF heparina ligante (HB-EGF), 
betacelulina (BTC), anfiregulina (AREG), epigen (EPGN), epiregulina (EPR) e 
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neuregulina de 1 a 4 (NRG1 – 4) (HARRIS, CHUNG e COFFEY, 2003; 
PRIGENT e LEMOINE, 1992). 
O EGF promove a regeneração celular da epiderme e é essencial no 
processo de cicatrização de feridas por estimular a proliferação e a migração 
de queratinócitos.  Promove também a formação do tecido de granulação, 
etapa primordial do processo de re-epitelização, e estimula a mobilidade dos 
fibroblastos.  Atua também como mitógeno através de ligação receptor 
específica ativando a tirosina quinase e iniciando a transdução de sinal que 
resulta na síntese de ácido desoxirribonucléico (DNA) e proliferação celular 
(CARPENTER e COHEN, 1990; CARPENTER, KING e COHEN, 1978). 
Existem diversos produtos tópicos comerciais a base de EGF para feridas 
crônicas e queimaduras (FREW, REZAIE e SAMMUT, 2007; MOLA, ACEVEDO 
e SILVA, 2003). E os estudos dos efeitos de EGF exógeno no processo de 
cicatrização vêm desde 1973, avaliando-se in vivo a sua aplicação tópica em 
hiperplasia epitelial de córnea após injúria (SAVAGE e COHEN, 1973). 
O uso de EGF também apresentou resultados positivos com aplicações 
tópicas e subcutâneas em feridas dérmicas, na regeneração epitelial acelerada 
e com menores cicatrizes em coelhos (FRANKLIN e LYNCH, 1979), e também 
na redução no tempo de cicatrização de queimaduras (BROWN, NANNEY e 
GRIFFEN, 1989). 
Com o desenvolvimento de sistemas de liberação de fármacos houve um 
novo fôlego nas pesquisas com EGF para cicatrização. Este novo interesse 
pode resultar em terapias nanomédicas, com fatores de crescimento, 
desenhadas para manipular o ambiente da ferida a nível molecular e otimizar a 
cicatrização de feridas (HARDWICKE et al., 2008). 
Alves et al. (2009) formaram lipossomas contendo EGF que capazes de 
dobrar o recrutamento de osteoclastos in vivo, comparado à EGF não 
encapsulado, para regeneração de dentes. Contudo os lipossomas não foram 
caracterizados e a cinética de liberação de EGF não foi determinada. 
Deǧim et al. (2011) desenvolveram um gel contendo lipossomas 
multilamelares de 4 μm de diâmetro. Este sistema acelerou a cicatrização de 
queimaduras in vivo, contudo a cinética de liberação de EGF não foi 
determinada. 
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Li et al. (2003) desenvolveram lipossomas de aproximadamente 300 nm 
capazes de acelerar a cura de úlceras gástricas in vivo por administração oral. 
A cinética de liberação de EGF a partir dos lipossomas não foi determinada. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
4.1 PREPARO DOS POLÍMEROS 
4.1.1 Purificação dos polímeros. 
A xantana comercial (Sigma-Aldrich) utilizada possui 8 % de umidade, 0,9 
% de cinzas e viscosidade de 1020 cPs em solução a 1%. Esta foi dispersa, a 1 
mg.mL-1,  em água ultra pura (MilliQ system), e purificada por diálise através de 
membrana de celulose com diâmetro de poros médio de 12 kDa (Sigma-
Aldrich) contra ácido acético 0,1 mol.L-1 por 3 dias, seguido por água ultra pura 
por 2 dias para remover o ácido em excesso. O polímero foi então liofilizado 
(Micromodulyo, Thermo) e armazenado até o uso em ambiente seco e ao 
abrigo da luz.  
A galactomanana comercial de alfarroba Ceratonia siliqua (Sigma-Aldrich) 
utilizada possui 9 % de umidade, 0,8 % de cinzas e viscosidade de 2420 cPs 
em solução a 1 %. Esta foi purificada por solubilização, a 2,5 mg.mL-1, em água 
ultra pura (MilliQ system) e centrifugação (Sigma 4K15C) a 10.000 g, por 20 
minutos, a 40ºC. Ao sobrenadante foi adicionado álcool etílico absoluto qsp 
70%, esta suspensão foi centrifugada a 10.000 g, por 20 minutos, a 5ºC para 
precipitar toda fração polimérica. O polímero foi então lavado com etanol 
absoluto, centrifugado como descrito por último e seco em estufa a 40ºC. 
4.1.2 Caracterização dos polímeros 
4.1.2.1 Cromatografia de exclusão por tamanho (SEC) 
Os polímeros foram solubilizados a 0,5 mg.mL-1 em NaNO3 0,1 mol.L
-1 
contendo 200 ppm de azida de sódio, a 60ºC durante uma hora, e foram 
mantidos sob agitação magnética a temperatura ambiente por 24 h. Após a 
solubilização, foram filtrados por membrana de acetato de celulose com 
diâmetro de poros médio de 0,45 μm. As soluções resultantes foram então 
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injetadas, 100 μL, em cromatógrafo de exclusão por tamanho (Viscotek) 
composto por detectores de UV/Vis, índice de refração, espalhamento de luz 
laser, λ de 633 nm, a 7º e 90º e viscosidade, com coluna OHpak SB-806M HQ 
(Shodex). A fase móvel foi igual à da solubilização dos polímeros, sob fluxo de 
0,4 mL.min-1, a 40ºC. A calibração foi feita com padrões (Viscotek) de óxido de 
polietileno (22 kg.mol-1) e dextrana (70 kg.mol-1). Os experimentos foram 
realizados no Departamento de Química da UFPR. 
4.1.2.2 Potencial zeta 
O potencial ζ foi determinado para soluções, a 0,5 mg.mL-1, dos 
polímeros, e 5 mmol.L-1 de DDAB, em água ultra pura, por mobilidade 
eletroforética, utilizando cubetas descartáveis de poliestireno em equipamento 
Zetasizer nano-zs (Malvern), a 25ºC, após 120 segundos de estabilização. 
Esses experimentos foram realizados no Hospital Albert Einstein em São 
Paulo. 
4.1.2.3 Quantificação de proteínas 
A quantificação de proteínas foi feita pelo método de Hartree (1972). 
Soluções dos polímeros a 0,5 mg.mL
-1
 foram submetidas à reação com o 
reativo de Folin-Ciocauteau. Este método baseia-se na complexação da 
proteína com o cobre alcalino e a redução do fosfomolibdato-fosfotungstato a 
ácido fosfomolibdotúngtico, provocada pelos aminoácidos tirosina e triptofano, 
resultando na coloração azul da solução. As amostras foram submetidas à 
comparação com curva padrão de albumina com linearidade de 20 a 100 
μg.mL-1, R = 0,999 e a seguinte equação da reta:  y = A x 0,00352 + 0,0077. As 
análises foram feitas em espectrofotômetro, λ de 650 nm (HARTREE, 1972). 
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4.1.2.4 Métodos espectrométricos 
Os polímeros também foram caracterizados por espectroscopia no 
infravermelho e por ressonância magnética nuclear de próton (1H-RMN). 
Os espectros de infravermelho (FTIR) foram obtidos por reflectância 
atenuada com sonda pontual, utilizando um Espectrofotômetro de 
Infravermelho VERTEX 70 (BRUKER) com 4 cm-1 de resolução e transformada 
de Fourier. Os espectros foram obtidos na região de 4000 – 600 cm-1 em 
absorbância (%), sendo efetuadas 16 varreduras nas amostras em pó. 
Experimento realizado no Departamento de Química da UFPR. 
O RMN de próton foi realizado em equipamento DRX-400 (BRUKER), em 
tubo de 5 mm de diâmetro, em água deuterada (D2O 99 %, Cambridge Isotope 
Laboratories) a 70ºC. Os deslocamentos químicos de próton (δ 2,224 ppm) 
foram baseados no da acetona, utilizada como padrão interno. 
Os polímeros foram solubilizados, a 10 mg.mL-1, em D2O e então 
liofilizados. Promoveu-se a troca de hidrogênios das hidroxilas por deutério e a 
remoção de água presente através da repetição desse processo por três vezes. 
Os espectros foram obtidos na frequência base de 400 MHz, janela 
espectral de 8250 Hz, com intervalo de aquisição de 4 s, intervalo entre os 
pulsos de 1 s, com no mínimo 16 aquisições, e com espectro de resolução de 
16 K. Esses experimentos foram realizados no Departamento de Bioquímica da 
UFPR. 
4.2 DETERMINAÇÃO DAS CONCENTRAÇÕES DE AGREGAÇÃO 
MOLECULAR E MICELAR CRÍTICA 
Os polímeros e o lipídio foram submetidos à analises de tensiometria, 
turbidimetria e fluorimetria para a determinação das concentrações de 
agregação molecular (CAM) dos polímeros, e concentração micelar crítica 
(CMC) do tensoativo. Foram preparadas soluções de diversas concentrações 
em água ultra pura, com aquecimento dos polímeros a 60ºC por 1 h, e agitação 
magnética por 24 h. A fim de verificar a interação entre XAN e DDAB diferentes 
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quantidades de lipídio foram adicionadas a soluções de XAN, 0,5 mg.mL-1, em 
água ultra pura. Estas amostras foram então submetidas às seguintes análises. 
4.2.1 Tensiometria 
As análises foram realizadas, a 25ºC, de acordo com o método do formato 
da gota pendente em equipamento OCA15 (Dataphysics). Uma gota da 
solução do polímero, ou tensoativo, é formada na ponta de uma agulha e 
permanece pendente. O formato da gota é captado por uma câmera e através 
do software SCA20, a tensão interfacial é determinada pela curvatura da gota 
através da equação de Laplace-Young abaixo, 
    EQUAÇÃO 3 
onde, Pi é a pressão interna, Pe é a pressão externa, D a dimensão espacial, R 
é o raio de curvatura da gota e  é a tensão superficial. As análises foram 
realizadas até valores constantes no Departamento de Química da UFPR. 
4.2.2 Turbidimetria 
As soluções foram analisadas em cubeta de quartzo, em 
espectrofotômetro UV2600 (Shimadzu) sob comprimento de onda de 600 nm 
como descrito por Harmon et al. (2011). Análises realizadas no Departamento 
de Química da UFPR. 
4.2.3 Fluorimetria 
Solução metanólica de Pireno (Fluka) foi adicionado às amostras, qsp 
concentração final de 1 μg.mL-1. Após 60 minutos de estabilização as amostras 
foram analisadas em cubeta de quartzo para fluorescência, em 
espectrofotômetro de fluorescência F4500 (Hitachi), com excitação em 336 nm 
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e varredura de 360 a 460 nm. Análises foram realizadas no Departamento de 
Química da UFPR. 
4.2.4 Microcalorimetria exploratória diferencial (μ-DSC) 
As amostras foram solubilizadas, sem aquecimento, e apenas para este 
experimento foram solubilizadas em NaCl 10 mmol.L-1, XAN a 0,5 mg.mL-1 e 
DDAB  a 5 mmol.L-1. As varreduras foram realizadas, de 25ºC a 100ºC, em 
equipamento Micro DSC III (Setaram), em atmosfera inerte de nitrogênio, sob 
fluxo de 15 bar, em cadinhos de 1 cm-3 com taxa de aquecimento e de 
resfriamento de 0,2ºC.min-1. A fim de verificar a interação entre XAN e DDAB, o 
lipídio foi adicionado, a 5 mmol.L-1, à uma solução 0,5 mg.mL-1 de XAN e 
submetido à varredura como anteriormente citado. Os dados foram coletados e 
analisados pelo software Setsoft 2000. As análises foram realizadas no 
Departamento de Química da UFPR. 
4.2.4.1 Parâmetros termodinâmicos de micelização 
O grau de ionização das micelas foi determinado por titulação 
condutimétrica e a energia livre de Gibbs padrão de micelização ( ) foi 
calculada por (BERG, 2010), 
    EQUAÇÃO 4 
onde, β é o grau aparente de contra íon ligados à micela, calculado por 1 – α, 
sendo α o grau de ionização das micelas, R é a constante universal dos gases 
e T é a temperatura de micelização. 
O excesso superficial máximo na interface solução/ar ( ) foi calculado 
através da isoterma de adsorção de Gibbs (TADROS, 1984), 
    EQUAÇÃO 5 
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onde, R a constante universal dos gases, T a temperatura,  a tensão 
interfacial/superficial e c a concentração de surfactante. 
Conhecendo-se  foi possível calcular a área mínima ocupada por uma 
molécula de surfactante na interface ( ), a qual foi calculada segundo 
Tadros (1984), 
     EQUAÇÃO 6 
onde, NA é o número de Avogadro. 
A energia livre padrão de adsorção ( ) na interface solução/ar foi 
calculada por (SIKIRIC, PRIMOZIC e FILIPOVIC-VINCEKOVIC, 2002), 
    EQUAÇÃO 7  
onde,  é a pressão superficial na CMC, calculada pela diferença entre a 
tensão superficial da água pura e a tensão superficial da solução de surfactante 
na CMC. 
A entropia padrão de micelização ( ), para processos que ocorram a 
temperatura e pressão constantes foi calculada pela EQUAÇÃO 8 (BERG, 
2010), a partir da entalpia padrão de micelização ( ) fornecida pelo 
software de μ-DSC e a energia livre padrão de micelização ( ) calculada: 
    EQUAÇÃO 8 
O ganho de entropia do sistema contendo micelas formadas com xantana 
pode ser relacionado à recuperação da entropia translacional dos contra íons 
que não necessitam adsorver à superfície das micelas para estabilizá-las. Esta 
entropia translacional pode ser determinada por (WANG et al., 2003): 
   EQUAÇÃO 9  
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4.2.5 Microbalança de cristal de quartzo (QCM) 
Triplicatas foram realizadas em equipamento SRS QCM200 com célula de 
fluxo. Cristais de ouro/cromo com vibração de 5 MHz (SRS) foram lavados por 
imersão em solução piranha (H2O2 1:3 H2SO4) por 5 minutos e enxaguados 
com água ultra pura (MilliQ system).  
A fim de mimetizar modificar a superfície do cristal de ouro, para formar 
uma camada hidrofóbica, este foi imerso em solução clorofórmica de hexanotiol 
(Sigma-Aldrich) a 5 mmol.L-1 por 5 minutos e seco em temperatura ambiente 
com N2, como já descrito em literatura (LIEBAU et al., 1998; MORITA, NUKUI e 
KUBOI, 2006; TOMINAGA et al., 2004).. Então este cristal foi revestido com 
DDAB por imersão em solução clorofórmica a 5 mmol.L-1. 
O cristal revestido com DDAB foi posicionado em uma célula de fluxo na 
qual as soluções poliméricas, a 0,5 mg.mL-1 em água ultra pura, foram 
alternadamente  injetadas a 0,1 mL.min-1, com auxílio de uma bomba de 
seringa (KdScientific). Entre a injeção dos polímeros a célula de fluxo foi lavada 
com a injeção de 1 mL de água ultra pura, sob mesmo fluxo. 
4.2.6 Microscopia de força atômica (AFM) 
Imagens de cada camada sobre o cristal de QCM foram obtidas com 
microscópio Agilent PicoPlus Molecular Imaging, em ar a 25ºC, com cantilever 
de silicone com amplitude entre 50 a 100 nm e frequência de ressonância de 
aproximadamente 300 kHz. Foi utilizado modo de contato intermitente via 
cantilever μ-Masch com constante de mola 4,7 N.m-1 e ponta com curvatura de 
raio menor a 10 nm. O processamento das imagens e cálculo da rugosidade 
média superficial (RMS) foram realizados através do software Gwyddion. 
4.2.7 Ângulo de contato 
Os ângulos de contato do cristal de QCM revestido foram determinados, a 
25ºC, para gotas de 15 μL de água ultra pura, com equipamento OCA15 
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(Dataphysics). A gota é depositada sobre a superfície a ser analisada e uma 
câmera capta essa imagem, através do software SCA20 o ângulo formado 
entre a borda da gota e a superfície é determinado. Quanto maior o ângulo de 
contato, menor é a força de coesão entre a água e a superfície, e portanto, 
mais apolar é a superfície. 
4.3 PREPARO E CARACTERIZAÇÃO DE LIPOSSOMAS 
Uma vez que o EGF adquirido para ser utilizado neste trabalho não foi de 
padrão analítico, este foi submetido a uma etapa de purificação com 
centrifugação, 10.000 g por 20 minutos, a 25ºC, com 5 etapas de lavagem por 
água ultra pura (MilliQ system), em tubo Amicon com cutoff de 3 kDa 
(Millipore), inferior ao tamanho do EGF descrito em literatura de 6 kDa 
(COHEN, 1962). 
 Os lipossomas foram preparados de acordo com Domenici et al. (2012) 
com modificações. O DDAB foi solubilizado em clorofórmio, a 5 mmol.L
-1
, o 
solvente foi rotaevaporado a 40ºC formando um filme de lipídio na parede do 
balão, este foi ressuspenso em solução de EGF (Caragen), 5 μg.mL-1, em água 
ultra pura (MilliQ system), concentração similar ao publicado por Alves et al., 
(2009) e Değim et al. (2011), sob agitação a 40ºC por 2 horas. Então, o 
material foi submetido a ultrassom (Sonics vibra cell) com sonda por 5 minutos, 
sem aquecimento e em banho de água a temperatura ambiente. Após 24h de 
repouso os lipossomas foram filtrados por membrana de acetato de celulose 
com diâmetro de poros médio de 0,45 μm. 
4.3.1 Revestimento dos lipossomas 
A suspensão de lipossomas foi diluída 1:10 com água ultra pura e 
centrifugada a 10.000 g por 20 minutos, a 25ºC. O sobrenadante foi descartado 
e os lipossomas foram ressuspensos em solução de XAN, 0,5 mg.mL-1, com 
auxílio de agitação vortex, e foram novamente centrifugados. Após 
centrifugação, foram lavados com água ultra pura e novamente centrifugados. 
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Finalmente, foram ressuspensos com GMC, 0,5 mg.mL-1, centrifugados e 
lavados como descrito anteriormente.  
Os lipossomas foram caracterizados por espalhamento de luz dinâmico 
(DLS), através da determinação do diâmetro hidrodinâmico dos lipossomas 
sem revestimento, revestidos com XAN e revestidos com XAN e GMC, em 
equipamento NanoDLS (Brookhaven Instruments) semelhante a Scarioti et al. 
(2011). O potencial ζ dos lipossomas foi determinado sem revestimento, e com 
até 8 camadas de revestimento, como descrito no item 4.1.2.2, a fim de 
relacionar a carga superficial das partículas, no seu plano de cisalhamento, 
com a carga superficial dos polímeros a cada camada de revestimento. 
Imagens dos lipossomas sem revestimento, revestidos com XAN e revestidos 
com XAN e GMC, foram feitas como descrito no item 4.3.3 sobre silício, lavado 
com solução piranha, como descrito no item 4.3.2.  
4.4 CINÉTICA DE LIBERAÇÃO DE EGF 
Lipossomas sem revestimento, revestidos com XAN e revestidos com 
XAN e GMC foram colocados, em triplicatas, em membranas de celulose para 
diálise, com diâmetro de poros médio de 12 kDa (Sigma-Aldrich), e imersas em 
solução tampão fosfato 0,1 mol.L-1, pH 5,5 para mimetizar condições dérmicas 
(WAGNER et al., 2003), sob agitação magnética a 35ºC, por 48 horas. 
Alíquotas de 1 mL foram coletadas do meio e o volume foi reposto com 
tampão. 
As alíquotas coletadas foram diluídas 1:10 na fase móvel, filtradas por 
membrana Millipore, com diâmetro de poros de 0,45 μm, e 20 μL de cada 
amostra foram injetados em cromatógrafo líquido de alta eficiência Prominence 
(Shimadzu), com coluna Symmetry C18 (4,6 x 250 mm, partículas de 5 μm). O 
método foi adaptado de acordo com os métodos de Clayton et al. (2005), 
Furuya, Akashi e Hirayama (1989) e Yang et al. (2005), para isocrático com 
fase móvel 40% acetonitrila em água e ácido trifluoro acético a 0,1%, sob fluxo 
de 1 mL.min-1, a 40ºC, e detecção em 210 nm, resultando em tempo de 
retenção para EGF de 4,8 minutos.  
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A quantificação de EGF foi feita por CLAE pelo método descrito 
anteriormente utilizando uma curva padrão de albumina. O EGF foi então 
submetido à teste de limites de detecção e quantificação e linearidade. A 
eficiência de incorporação de EGF pelos lipossomas revestidos foi feita de 
forma direta e indireta em triplicata. Os lipossomas revestidos contendo EGF 
foram centrifugados a 10.000 g por 20 minutos, a 25ºC, o sobrenadante foi 
analisado por CLAE para quantificar o quanto não foi incorporado, e 
indiretamente o quanto foi incorporado, de acordo com a EQUAÇÃO 10.  
 
 EQUAÇÃO 10 
Então, o precipitado foi ressuspenso e as nanopartículas foram lisadas 
pela adição de Triton X-100 qsp 3 %, como descrito por Chen, Cole e Srivatsa 
(2000) e Lu et al. (2008), e então foi feita a quantificação de forma direta por 
CLAE. 
   EQUAÇÃO 11 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1 CARACTERIZAÇÃO DOS POLÍMEROS 
Os polímeros obtidos comercialmente e os purificados para utilização no 
presente trabalho, xantana (XAN) e galactomanana (GMC), foram 
caracterizados por SEC. 
Os polímeros purificados exibiram uma distribuição unimodal (FIGURA 12), 
e os valores de massa molar média-ponderal (Mw) e raio de giro (<S
2> ½) para 
a XAN, de 1,0 x 10
6 g.mol-1 e 69,2 nm, foram semelhantes aos descritos em 
literatura por Gulrez et al. (2012). A GMC apresentou Mw e <S
2> ½, de 2,57 x 
105 e 52,1 nm, e similares ao descrito por Dakia et al. (2008) de 5,25 x 10
5 
g.mol-1 e 57,4 nm (TABELA 1). 
FIGURA 12   –  PERFIL CROMATOGRÁFICO DOS POLÍMEROS A 0,5 mg.mL-1, ELUÍDOS A 
0,4 mL.min
-1
 COM NaNO3 0,1 mol.L
-1
, 200 ppm DE AZIDA DE SÓDIO, A 
40ºC, ATRAVÉS DE COLUNA Shodex OHpak SB-806M HQ, DETECTADOS 
POR ÍNDICE DE REFRAÇÃO (RI) E ESPALHAMENTO DE LUZ ESTÁTICO 
A 90º (RALS). POLÍMEROS COMERCIAIS EM VERMELHO E 
PURIFICADOS EM PRETO. 
FONTE: O autor (2013) 
 39 
 
Os potenciais zeta, referente ao potencial no plano de cisalhamento dos 
colóides, de + 52,2 mV para o DDAB e de – 50,3 mV para a XAN, evidenciaram 
uma grande diferença de carga, sugerindo que ambos possam interagir por 
uma forte interação eletrostática. A carga negativa de – 14,2 mV da GMC, um 
polímero em princípio neutro, pode ser devido a proteínas ligadas, e que 
permaneceram contaminando o material mesmo após o processo de 
purificação e precipitação com álcool etílico, ou a adsorção de íons presentes 
em solução aquosa, bem como ao caráter ácido fraco dos grupos hidroxila do 
polissacarídeo (TABELA 1). 
TABELA 1    –  MASSA MOLAR MÉDIA-PONDERAL (MW), RAIO DE GIRO (<S> 
½
) E 
POTENCIAL ZETA (ζ) PARA AS AMOSTRAS DE POLÍMEROS E DDAB 
Moléculas* Mw (g.mol
-1) <S2> ½ (nm) Potencial ζ (mV) Proteínas (%) 
XAN 1,03 x 10
6 69,2 - 50,3 (±6) 0,83 
GMC 2,57 x 10
5 52,1 - 14,2 (±13) 1,46 
DDAB 630 - + 53,5 (±10) - 
* Xan e GMC a 0,5 mg/mL em água ultra pura e DDAB a 5 mmol/L em água ultra pura. 
FONTE: O autor (2013) 
 
A relação molar manose:galactose observada para a galactomanana foi 
de 2:1 (FIGURA 13), sugerindo que durante o processo de purificação, frações 
pouco substituídas da cadeia de manose por galactose foram eliminadas, 
restando assim apenas as frações mais hidrossolúveis. O grau de substituição 
da cadeia de manose por galactose foi determinado por 1H-RMN e em 
comparação com Ono (2004) houve uma pequena variação dos deslocamentos 
químicos de 5,02 ppm para 4,98 ppm e de 4,75 ppm para 4,71 ppm, para 
galactose e manose, respectivamente. 
A espectrometria de infravermelho (FTIR) confirmou estruturas comuns a 
polissacarídeos. As largas bandas entre 800 e 1200 cm-1 (FIGURA 14a) são 
típicas de carboidratos e se referem às ligações C – C e a ligações C – O de 
alcoóis. Outra banda larga está entre 2840 e 3000 cm-1 (FIGURA 14d), referente 
à ligação C – H de alcanos. Bandas referentes à vibração entre o esqueleto de 
polissacarídeos e suas ramificações geralmente ficam entre 1300 e 1500 cm-1 
(FIGURA 14b). A maior diferença entre os polissacarídeos está em 1750 cm-1 
(FIGURA 14c) e refere-se à ligação C = O do grupamento ácido da XAN, 
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confirmando assim o seu caráter poliânionico (SILVERSTEIN, BASSLER e 
MORRIL, 1991). 
FIGURA 13    –  
1
H-RMN DA GMC PURIFICADA, INSERTO COM A REGIÃO DOS 
CARBONOS ANOMÉRICOS DE MANOSE E GALACTOSE DA 
GALACTOMANANA DE ALFARROBA PURIFICADA, USANDO D2O COMO 
SOLVENTE A 70ºC 
FONTE: O autor (2013) 
FIGURA 14   –  FTIR DOS POLÍMEROS PURIFICADOS. a) VIBRAÇÃO DAS LIGAÇÕES C – 
C E C – O TÍPICAS DE POLISSACARÍDEOS. b) VIBRAÇÃO ENTRE 
ESQUELETO E RAMIFICAÇÕES DA CADEIA POLISSACARÍDICA. c) 
VIBRAÇÃO DA LIGAÇÃO ÁCIDA C = O. d) VIBRAÇÃO DAS LIGAÇÕES C – 
H DE ALCANOS. XANTANA EM VERMELHO E GALACTOMANANA EM 
PRETO 
FONTE: O autor (2013) 
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5.1.2 Determinação da CAM dos polímeros 
A determinação da concentração de agregação molecular (CAM) é 
importante para estabelecer a concentração apropriada de polímeros para o 
revestimento de lipossomas, assegurando que as cadeias dos polímeros 
estejam livres, ao invés de agregadas, formando revestimento fino e 
homogêneo, tornando o revestimento o mais reprodutível possível. 
A CAM e a CMC podem ser consideradas como concentrações limiares 
para saturar a interface da gota com o ar (CHAKRABORTY, CHAKRABORTY e 
GHOSH, 2006), evidenciadas ao se atingir a tensão interfacial mínima. As 
moléculas de água expelem as cadeias poliméricas, ou de tensoativo, a fim de 
interagirem entre si formando o maior número possível de ligações de 
hidrogênio (COSGROVE, 2010). Desta forma as porções hidrofóbicas das 
moléculas de surfactante, ou de polímero, ocupam a superfície da gota a fim de 
interagirem com o ar, por ser menos polar. Quando toda a superfície da gota 
está repleta, e a tensão interfacial for a mínima, o aumento da concentração de 
polímero, ou de surfactante, gera a formação de agregados, criando domínios 
hidrofóbicos no seio da gota (BERG, 2010). 
A CAM dos polímeros variou entre 1 e 10 mg.mL-1, como observado na 
FIGURA 15 pelo valor mínimo de tensão interfacial e pelo aumento da razão 
banda III/I e da turbidimetria do sistema. Sugeriu-se a utilização de 
concentrações inferiores às de agregação molecular dos polímeros, e neste 
trabalho foram utilizadas concentrações de 0,5 mg.mL-1 para o revestimento de 
lipossomas, a fim de evitar a presença de agregados intermoleculares entre as 
cadeias poliméricas. 
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FIGURA 15    –   DETERMINAÇÃO DA CAM PARA XAN (▲) E GMC (▼). EM ÁGUA ULTRA 
PURA. EXPERIMENTOS REALIZADOS A 25 °C. EM CONCENTRAÇÕES 
DOS POLÍMEROS DE 1 X 10
-4
 A 10 mg.mL
-1
. 
FONTE: O autor (2013) 
 43 
 
5.2 DETERMINAÇÃO DA CMC DO DDAB E INTERAÇÃO DDAB E XAN 
As técnicas utilizadas para a determinação da CAM dos polímeros 
também foram utilizadas para determinar a CMC do tensoativo DDAB e para 
verificar a interação entre DDAB e XAN, uma vez que a XAN possui carga 
negativa mais pronunciada e, portanto, foi escolhida como a primeira camada 
para revestir os lipossomas catiônicos. 
 Correlacionando os dados das três técnicas para determinação da CMC 
(FIGURA 16), observou-se para o DDAB valores entre 0,1 e 3 mmol.L-1. O valor 
da CMC do DDAB foi confirmada por titulação condutimétrica para encontrar 
em precisamente 1,43 mmol.L
-1
 (FIGURA 17). 
As três técnicas de determinação da CMC (FIGURA 16) mostraram uma 
redução significativa da CMC do DDAB na presença de XAN, indicando uma 
interação cooperativa positiva, como também encontrada por Mehta, Bhawna, 
Bhasin et al. (2008) e Mehta, Bhawna, Kaur et al. (2008).  
O DDAB é capaz de formar agregados pela ligação de moléculas de 
surfactante com o esqueleto celulósico da XAN, ainda que a superfície da gota 
não esteja completamente saturada. Desta forma a interação hidrofóbica entre 
a cauda do tensoativo e a XAN, bem como as interações iônicas entre o 
tensoativo e a XAN, sobrepujam a repulsão Coulombiana das cabeças 
catiônicas do DDAB (CHAKRABORTY, CHAKRABORTY e GHOSH, 2006). 
Para visualizar a formação de agregados, e testar a hipótese de uma 
interação entre DDAB e XAN, abaixo da CMC do DDAB, amostras com 
concentrações 10-6 mmol.L-1 e 10-2 mmol.L-1 de DDAB, na presença de XAN a 
0,5 mg.mL-1, foram analisadas por AFM sobre silício. Como pode ser visto na 
FIGURA 18, várias micelas de DDAB se agregam sobre as cadeias de XAN, 
criando uma rede de agregação com 10-2 mmol.L-1 de DDAB, uma 
concentração em que não ocorreria agregação sem a presença de XAN. 
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FIGURA 16   –  DETERMINAÇÃO DA CMC PARA DDAB (■) E DDAB + XAN (♦). NOS 
EXPERIMENTOS DDAB + XAN A CONCENTRAÇÃO DE XANTANA FOI 
FIXADA EM 0,5 mg.mL
-1 
EM ÁGUA. EXPERIMENTOS REALIZADOS A 25°C. 
CONCENTRAÇÕES DE DDAB DE 1 x 10
-6
 a 10 mmol.L
-1
. 
FONTE: O autor (2013) 
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FIGURA 17   –  DETERMINAÇÃO DA CMC DO DDAB POR TITULAÇÃO 
CONDUTIMÉTRICA EM ÁGUA ULTRA PURA À 25ºC, EM 
CONCENTRAÇÕES DE 1 x 10
-4
 A 6 mmol.L
-1
. 
FONTE: O autor (2013) 
FIGURA 18   –  IMAGEM TOPOGRÁFICA POR AFM SOBRE SILÍCIO DE (a) 10-6 mmol.L-1 
DDAB COM 0,5 mg.mL
-1
 XAN E (b) 10
-2
 mmol.L
-1
 DDAB COM 0,5 mg.mL
-1
 de 
XAN 
FONTE: O autor (2013) 
A interação entre DDAB e XAN também foi evidenciada por 
microcalorimetria (μ-DSC), como pode ser visto na FIGURA 19, onde na 
presença de XAN a entalpia padrão de micelização ( ) do DDAB, descrito 
por Brito e Marques (2005), em temperaturas de 40,67 e 40,35ºC, 
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respectivamente para DDAB e DDAB em presença de xantana, no 
resfriamento, foi aumentado em 5 vezes (TABELA 2). 
As curvas obtidas de aquecimento e resfriamento para DDAB, na 
presença ou não de XAN, apresentaram apenas as temperaturas referentes à 
vesículas unilamelares, descritas por Feitosa et al. (2012). Este autor cita que 
na concentração de 5 mM o perfil de DDAB é semelhante a 1 mM, e que há 
predominância de vesiculas unilamelares.  
O mesmo autor mostra que na concentração de 10 mM de DDAB, há a 
formação de vesículas multilamelares e que estas tendem a formar vesículas 
unilamelares com o passar do tempo, atingindo um platô após 16h. as 24h de 
repouso utilizadas neste trabalho antes da filtração podem então favorecer a 
predominância de vesículas unilamelares. Segundo Ono et al. (2005) soluções 
de DDAB até 3 mM apresentam a coexistência de micelas e vesículas 
unilamelares. Acima desta concentração encontra-se no sistema apenas 
vesículas unilamelares e multilamelares, estas dependentes da concentração.  
Utilizando as informações dos experimentos de tensiometria e as análises 
por microcalorimetria, foi possível determinar a energia livre padrão de 
adsorção ( ), a energia livre padrão de micelização ( ), o excesso 
máximo superficial (Γmax), a área mínima ocupada por uma molécula de 
tensoativo na interface (amin), a entropia padrão de micelização ( ) e a 
entropia translacional dos contra íons ( ), conforme TABELA 2. 
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FIGURA 19   –  ANÁLISE DE μ-DSC SOB ATMOSFERA DE N2 A 0,2ºC.min
-1
. DDAB 5 
mmol.L
-1
 EM VERMELHO, XAN 0,5 mg.mL
-1
 EM AZUL E A MISTURA DE 
AMBOS, NAS MESMAS CONCENTRAÇÕES, EM PRETO. AMOSTRAS 
PREPARADAS EM 10 mmol.L
-1
 NaCl 
FONTE: O autor (2013) 
TABELA 2    –  PARÂMETROS TERMODINÂMICOS DETERMINADOS POR VARREDURA 
EM μ-DSC E CALCULADOS 
Parâmetros Termodinâmicos DDAB DDAB + XAN 
CMC (mol.L-1) 1,43 x 10
-3 1 x 10
-6 
 (kJ.mol-1) - 16,1 - 32,0 
 (kJ.mol-1) - 38,8 - 32,2 
Γmax  (mol.m
-2) 8,2 x 10
-7 4,7 x 10
-3 
amin (nm
2) 2,0 3,5 x 10
-4 
 (kJ.mol-1) 16,1 80,0 
 (J.mol-1K-1) 107 375 
 (J.mol-1K-1)  - 268 
FONTE: O autor (2013) 
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Interações entre surfactantes e polímeros de cargas opostas são 
consideradas como processos de troca iônica, onde contra íons condensados 
nas cadeias poliméricas são substituídos por moléculas de tensoativo 
(EHTEZAZI, GOVENDER e STOLINK, 2000; KONOP e COLLY, 1999; WANG 
e TAM, 2002). Essa interação pode ser reforçada por agregação cooperativa 
entre as cadeias alquílicas dos surfactantes e as regiões hidrofóbicas dos 
polímeros (FUNDIN et al., 1997; MATULIS, ROUZINA e BLOOMFIELD, 2000). 
A interação eletrostática é então dirigida pela entropia e contrária à 
entalpia, controlada pelo espaçamento linear das cargas na cadeia polimérica 
(EHTEZAZI, GOVENDER e STOLINK, 2000; MATULIS, ROUZINA e 
BLOOMFIELD, 2000; WANG e TAM, 2002). O aumento da entropia é 
relacionado à ruptura das ligações do solvente para a formação das micelas, 
como descrito por Wang et al. (2003). O aumento da entalpia de micelização 
( ) na presença de XAN, de 16 kJ.mol-1 para 80 kJ.mol-1, pode ser 
facilmente compensado então pelo aumento da entropia de micelização ( ) 
na presença da mesma, de 107 para 375 J.mol-1K-1 (TABELA 2). 
A energia livre padrão de adsorção ( ) mais negativa que a energia 
livre padrão de micelização ( ), para o DDAB (TABELA 2), revelam que a 
adsorção na interface é mais espontânea do que a micelização. Contudo, na 
presença de XAN, a micelização (- 32,0 kJ.mol-1) torna-se praticamente tão 
espontânea quanto a adsorção interfacial (- 32,2 kJ.mol-1), comprovando que a 
interação entre DDAB e XAN favorece a formação de agregados abaixo da 
CMC do DDAB. 
A área mínima ocupada por uma molécula de surfactante na interface 
( ) encontrada para DDAB foi igual ao encontrado por Kondo et al. (1993). 
Sua redução na presença de XAN, em conjunto com o aumento do excesso 
superficial máximo na interface solução/ar ( ), podem confirmar a formação 
de agregados, uma vez que moléculas de surfactante deixarão a interface para 
formá-los, exigindo uma maior quantidade de moléculas para ocorrer a 
saturação da interface.  
Tensoativos catiônicos, como o DDAB, possuem uma repulsão 
Coulumbiana entre suas cabeças polares de mesma carga. Para que ocorra a 
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formação de micelas, contra-íons da solução adsorvem-se à superfície da 
micela. À medida que os contra íons ligam-se às micelas, sua entropia 
translacional é perdida, o que é termodinamicamente desfavorável (TABELA 2). 
No caso da formação de micelas na presença de polímeros, as moléculas de 
surfactante adsorvem-se às cadeias poliméricas com espaçamento linear entre 
si, reduzindo a repulsão Coulumbiana e necessitando de uma menor 
quantidade de contra-íons para a estabilização, de forma que contra-íons 
preservam sua entropia translacional. Portanto, a entropia da micelização é 
aumentada (WANG et al., 2003), e o processo é favorável, como demonstrado 
pelo  mais negativo (TABELA 2). 
A microbalança de cristal de quartzo (QCM) foi utilizada para comprovar a 
interação entre DDAB e XAN, e posteriormente com GMC, para que o LbL 
pudesse ser estruturado e mantido.  
Uma vez que os lipossomas seriam o molde para revestimento, o cristal 
de ouro deveria ser revestido com DDAB. Para garantir o revestimento 
apropriado, o cristal foi revestido com hexanotiol primeiro, a fim de interagir o 
grupamento tiol com o ouro, através de uma ligação semi-covalente, e deixar a 
cadeia alquílica exposta na interface com o meio líquido para interagir com as 
cadeias apolares do DDAB, deixando a cabeça polar do tensoativo mais na 
interface para interagir com as cadeias do poliânion, XAN. Um esquema desse 
processo está representado na FIGURA 20 a seguir. 
 
A topografia do cristal foi analisada por AFM (FIGURA 21) e o ângulo de 
contato (TABELA 3) formado pela água ultra pura com as superfícies foram 
determinados em cada camada depositada.  
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FIGURA 20   –  ESQUEMA DA ESTRUTURA DE LBL SOBRE O CRISTAL DE QCM. AS 
CAMADAS SÃO OURO, HEXANOTIOL, DDAB, XAN E GMC, DE BAIXO 
PARA CIMA 
FONTE: O autor (2013) 
Os dados de QCM mostram adsorção de ambos os polímeros (TABELA 3), 
sendo maior a de GMC pela maior variação de frequência. Isso pode ser 
compreendido, visto que o revestimento com XAN é mais irregular, como 
evidenciado pela maior RMS por AFM (TABELA 3). Uma vez que foi utilizado 
aquecimento da xantana para sua solubilização, possivelmente esta formou a 
estrutura de dupla hélice com o comprimento de persistência (Lp) de até 125 
nm segundo Chazeau (1995), dificultando um revestimento conciso e deixando 
poros que são então preenchidos por GMC, uma vez que esta possui um Lp de 
9 nm, de acordo com Morris et al. (2008). A GMC além de interagir com XAN 
pode também interagir eletrostaticamente com DDAB, devido à sua carga 
negativa (TABELA 1). 
 51 
 
FIGURA 21   –  IMAGEM TOPOGRÁFICA POR AFM DE LBL SOBRE CRISTAL DE QCM. a) 
SUPERFÍCIE DE OURO; b) HEXANOTIOL; c) DDAB; d) XAN; e) GMC 
FONTE: O autor (2013) 
Na FIGURA 21a pode-se observar que o cristal de QCM apresenta uma 
superfície extremamente homogênea, e pouco rugosa (TABELA 3). Após o 
revestimento com hexanotiol (FIGURA 21b), a rugosidade do cristal foi 
praticamente dobrada. O DDAB aumentou pouco a rugosidade, em relação ao 
hexanotiol, contudo pode-se visualizar um relevo mais acidentado (FIGURA 
21c), sobre o qual a XAN (FIGURA 21d) foi depositada formando uma superfície 
mais irregular e rugosa. Devido ao seu comprimento de persistência, à 
interação natural com a XAN e à sua carga negativa, a GMC (FIGURA 21e) foi 
capaz de formar um revestimento mais homogêneo. 
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TABELA 3    –  ADSORÇÃO SOBRE CRISTAL DE QCM DE OURO. Δf MEDIDO POR QCM, 
RMS POR AFM E ÂNGULO DE CONTATO DETERMINADO POR GOTA 
SÉSSIL DE ÁGUA ULTRA PURA 
Superfície 
QCM AFM Ângulo de contato 
- Δf RMS (nm) º 
Ouro - 2,6 73 (± 1) 
Ouro + Hexanotiol - 5,0 98 (± 1) 
Ouro + Hexanotiol + DDAB 0 6,1 62 (± 2) 
Ouro + Hexanotiol + DDAB 
+ XAN 95,7 (± 17,5) 20,0 66 (± 1) 
Ouro + Hexanotiol + DDAB 
+ XAN + GMC 165,0 (± 49,5) 11,6 77 (± 1) 
- Δf = variação de frequência; RMS= Rugosidade media da superfície. 
FONTE: O autor (2013) 
 
As análises de ângulo de contato confirmam o revestimento de todas as 
camadas (TABELA 3). O hexanotiol tornou a superfície mais apolar e o DDAB a 
mais polar, concordando com seu potencial zeta. A camada de XAN aumentou 
um pouco o ângulo de contato, em relação ao DDAB, indicando uma superfície 
um pouco menos polar, como esperado, e a camada de GMC aumentou o 
ângulo de contato.  
Através da EQUAÇÃO 1 foi possível correlacionar a variação de frequência 
do cristal de QCM com a massa adsorvida de polímero, contudo esta equação 
é aplicável apenas a polímeros rígidos, e sua utilização neste caso acarretaria 
um erro. Entretanto, a partir de – Δf pode-se observar que houve uma adsorção 
polimérica mais pronunciada nas primeiras camadas, e uma queda na 
adsorção de polímeros à medida que o LbL foi estruturado (FIGURA 22a). 
Compreensivelmente, visto que a interação eletrostática é maior do que as 
outras interações, e que a carga positiva superficial dos lipossomas foi 
responsável pela grande adsorção polimérica inicial (camadas 1 e 2), à medida 
que esta foi sendo diminuída, cada vez menos polímeros foram adsorvidos. 
Embora a massa adsorvida tenha diminuído, a adsorção foi o suficiente para 
alterar o potencial zeta das nanopartículas (FIGURA 22b). 
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FIGURA 22   –  a) DETERMINAÇÃO DA VARIAÇÃO DE FREQUÊNCIA (N = 3) POR QCM 
DE LBL. b) MÉDIA DO POTENCIAL ZETA DE LIPOSSOMAS REVESTIDOS 
POR LBL A CADA CAMADA. BARRAS INDICAM DESVIO PADRÃO 
FONTE: O autor (2013) 
 Por análise de potencial zeta das nanopartículas revestidas, foi 
confirmada a estruturação eficiente de LbL até 8 camadas (FIGURA 22b). A 
primeira camada de XAN foi capaz de reduzir o potencial ζ de + 55 mV dos 
lipossomas de DDAB para + 35 mV, reflexo de um revestimento incompleto, 
uma vez que esta técnica mede a carga superficial da partícula no seu plano de 
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cisalhamento; a carga positiva remanescente se deve à exposição de cargas 
de moléculas de DDAB não revestidas. Todavia, a primeira camada de GMC foi 
eficiente em blindar toda carga superficial do lipossoma, conferindo às 
nanopartículas um potencial ligeiramente negativo (– 4 mV). 
A segunda camada de XAN foi então eficiente em reduzir o potencial ζ 
das nanopartículas para – 50 mV, relativos aos valores obtidos para a xantana. 
O potencial ζ das nanopartículas variou então entre – 10 mV e – 50 mV com os 
revestimentos subsequentes. 
5.3 NANOPARTÍCULAS 
Tendo em vista que apenas a primeira camada de cada polímero teve 
adsorção expressiva, as nanopartículas foram limitadas a apenas uma camada 
de cada. O revestimento com XAN dos lipossomas resultou no aumento do 
diâmetro hidrodinâmico (Dh) de 62 (± 9) nm para 132 (± 22) nm (FIGURA 23), 
enquanto o revestimento destes com XAN e GMC gerou nanopartículas com 
165 (±15) nm. Embora o revestimento com XAN tenha apresentado uma menor 
variação de frequência no QCM e uma menor variação do potencial ζ das 
nanopartículas, este apresentou maior contribuição ao diâmetro hidrodinâmico 
que a GMC. Novamente, isso pode ser explicado pelo menor Lp da GMC, uma 
vez que grande parte desta foi adsorvida nos poros deixados por XAN. As 
nanopartículas podem ser vistas na FIGURA 24. 
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FIGURA 23   – DISTRIBUIÇÃO GAUSSIANA DO DIÂMETRO HIDRODINÂMICO (Dh) DOS 
LIPOSSOMAS (●) E DAS NANOPARTÍCULAS REVESTIDAS COM XAN (■) 
E NANOPARTÍCULAS REVESTIDAS COM XAN + GMC (♦), EM ÁGUA 
ULTRA PURA, A 25ºC. 
FONTE: O autor (2013) 
FIGURA 24   –  MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA DOS LIPOSSOMAS SEM 
REVESTIMENTO (a); REVESTIDOS COM XANTANA (b); REVESTIDOS 
COM XANTANA E GALACTOMANANA (c), DEPOSITADOS SOBRE 
SILÍCIO. 
FONTE: O autor (2013) 
5.4 EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAMENTO E CINÉTICA DE LIBERAÇÃO 
O EGF purificado para este trabalho apresentou concentração de 55 
μg.mL-1, equivalente à albumina, e a partir desta concentração foi diluído para 
teste de limites de quantificação e detecção, 0,55 ng.mL-1 e 5,5 ng.mL-1, 
respectivamente, com R2 igual a 0,992.  
A eficiência de incorporação do EGF foi determinada em 72 (± 3) % pelo 
método direto e 67 (± 5) % pelo método indireto, superior a 58 % encontrada 
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por Deǧim et al. (2011) e a 18 % encontrada por Li et al. (2003). Determinada 
por CLAE de forma direta e indireta (FIGURA 25), resultando na concentração 
final de 3,6 μg.mL-1 nas nanopartículas revestidas. 
FIGURA 25   –  (a) CURVA PADRÃO PARA QUANTIFICAÇÃO DE EGF POR CLAE. (b) 
DETERMINAÇÃO DA EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAMENTO DE EGF POR 
CLAE. EM PRETO AS MOLÉCULAS ENCAPSULADAS E EM ROSA AS 
NÃO ENCAPSULADAS 
FONTE: O autor (2013) 
Tanto XAN quanto GMC tiveram participação na alteração do perfil de 
liberação das nanopartículas, como visto na FIGURA 26. Os dados foram 
tratados para apresentar uma linha de tendência (BERG, 2010) com a equação 
de cinética de primeira ordem (EQUAÇÃO 10). O modelo serviu todas as retas 
com R acima de 0,99. 
   EQUAÇÃO 12 
Lipossomas sem revestimento apresentaram uma taxa de liberação de 5 x 
10-2 min-1, lipossomas revestidos apenas com XAN apresentaram uma taxa de 
liberação 3 vezes maior, 1,6 x 10
-2 min-1, e os lipossomas revestidos com XAN 
e GMC apresentaram uma taxa de liberação 10 vezes mais sustentada do que 
lipossomas sem revestimento, com taxa de 4,7 x 10
-3 min-1. Possivelmente o 
mecanismo de liberação de EGF seja a difusão deste através do lipossoma e 
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do revestimento polimérico, uma vez que a liberação foi gradativa e não 
apresentou liberações abruptas, atribuíveis à erosão da nanopartícula e 
extravasamento do seu conteúdo. 
A liberação sustentada de EGF permite que este atue constantemente no 
sítio da injúria estimulando a síntese de DNA pelas células e, 
consequentemente, acelerando o processo de cicatrização. 
FIGURA 26   –  TENDÊNCIA DO PERFIL DE LIBERAÇÃO IN VITRO DE EGF A PARTIR 
DAS NANOPARTÍCULAS (N = 3) TRATADAS COMO CINÉTICA DE 
PRIMEIRA ORDEM. LIPOSSOMAS SEM REVESTIMENTO (●), 
REVESTIDOS COM XAN (■) E REVESTIDOS COM XAN + GMC (♦). 
FONTE: O autor (2013) 
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6. CONCLUSÕES 
Os polímeros xantana e galactomanana purificados foram caracterizados 
por cromatografia de exclusão por tamanho, espectroscopia de infravermelho e 
ressonância magnética nuclear, revelando um maior grau de substituição para 
a galactomanana purificada que o usual para goma de alfarroba.  
A interação entre o DDAB e a XAN foi caracterizada pela redução da 
CMC do DDAB em presença de XAN através de tensiometria, turbidimetria e 
fluorimetria com sonda de pireno. Também foi evidenciada pelo aumento da 
entalpia de micelização por avaliada por μ-DSC, e pelos parâmetros 
termodinâmicos calculados. A aproximação entre a energia livre padrão de 
micelização e a energia livre padrão de adsorção indica, o aumento do excesso 
superficial do tensoativo, a redução da área mínima ocupada por uma molécula 
de tensoativo na interface, o aumento da entropia de micelização e o ganho de 
entropia translacional comprovam a maior espontaneidade da micelização na 
presença de XAN.  
Foram desenvolvidos lipossomas catiônicos revestidos com XAN e GMC 
pela técnica de layer-by-layer (LbL), caracterizados por DLS, AFM e Potencial 
ζ. O revestimento LbL foi caracterizado por AFM, até 10 camadas por QCM, e 
até 8 camadas por Potencial ζ. O EGF foi encapsulado com eficiência de 72% 
e sua cinética de liberação in vitro a partir das nanopartículas foi determinada 
por CLAE.  
As nanopartículas formadas foram capazes de sustentar a liberação 10 
vezes mais do que os lipossomas sem revestimento, com apenas uma camada 
de cada polímero. O uso de polissacarídeos naturais em sistemas 
nanométricos tridimensionais de liberação sustentada oferece 
biocompatibilidade, obtenção fácil e abundante com baixos custos. 
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